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par R. DUJARRIC DE LA RIVIERE et J. CHEVE. 


Les études expérimentales poursuivies pendant la pandémie 
de grippe de 1918, n’avaient permis de transmettre le virus 
grippal qu’a homme et a certains singes. Des bactériolo- 
gistes anglais et américains, parmi lesquels il faut citer 
C. H. Andrewes, P. P. Laidlaw, Wilson Smith, G. W. Dun- 
kin, Shope, €. H. Stuart-Harris, Thomas Francis Jr., ont 
depuis peu réussi a transmettre au furet (Putarius furo L.) 
un virus quils ont considéré comme celui de la grippe 
humaine. 

Au cours des travaux qu’ils poursuivaient, en 1926, sur la 
maladie de Carré, affection des voies respiratoires du chien, 
Laidlaw et Dunkin eurent l’idée de transmettre expérimenta- 
lement au furet cette maladie 4 laquelle on savait depuis 
longtemps qu'il est naturellement sensible. Laidlaw et 
Dunkin purent établir que la maladie est due 4 un virus 
filtrant et ils émirent Vhypothése qu’un autre virus filtrant, 
celui de la grippe humaine, pourrait étre infectant pour le 
furet. 

Cette hypothése se trouva confirmée en 1938, par Smith, 
Andrewes et Laidlaw, au cours de leurs recherches expéri- 
mentales sur la grippe qui sévissait alors & Londres. Ces 
auteurs montrérent que l’inoculation, au furet, de filtrats de 
sécrétions naso-pharyngées d’hommes atteints de grippe déter- 
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mine chez cet animal une maladie qui est contagieuse pour 
le furet et méme pour l'homme. Elle est transmissible en 
série A l’animal dans les sécrétions nasales duquel on peut 
récupérer le virus. 

Cette découverte allait faciliter les recherches car le furet 
est facile A manipuler, plus facile & isoler que les grands ani- 
maux, ce qui est important pour les études sur la grippe. Le 
prix de revient en est relativement peu élevé, ce qui permet 
de multiplier les expériences. 

Grace A l’amabilité de M. le D' C. H. Andrewes, du National 
Institut for Medical Research & Hampstead (Londres) et de 
M. le D’ Thomas Francis Jr. du Rockefeller Institut (New- 
York) (4) nous avons pu étudier les souches anglaises et. 
américaines de virus grippal du furet. Nous avons d’abord 
étudié longuement et sur une série d’animaux (furets et sou- 
ris) l’action de ces souches de laboratoire et nous avons fait 
les mémes constatations que les auteurs anglais et américains. 

Lorsque nous avons eu une pratique sulfisante de ces techni- 
ques, nous avons isolé un certain nombre de souches de virus 
grippal provenant directement de cas de grippe humaine 
observés a Paris. Nous avons d’abord noté les résultats de 
Vinoculation des souches francaises aux animaux, et comparé 
ensuite, du point de vue sérologique, ces souches francaises 
avec les souches anglaises et américaines. 


I. — Action du virus grippal chez le furet et la souris. 


Soucues. — Elles provenaient de cas de grippe humaine 
observés 4 Paris pendant l’hiver 1936-1937. 

Nous avons choisi, pour effectuer les prélévements, des 
malades atteints de grippe typique avec asthénie marquée, 
céphalée, courbatures généralisées et réactions thermiques A 
39° ou 40°. Ces prélévements étaient effectués le second ou 
le troisiéme jour de la maladie. Les malades se gargarisaient 
avec 30 cent. cubes d’un mélange stérile composé d’eau 
physiologique et de bouillon a parties égales. Le liquide de 


(1) Que nous prions de trouver ici l’expression de nos vifs remercie- 
ments. 
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gargarisme était transporté immédiatement au laboratoire 
une partie était semée sur gélose-ascite et gélose au sang, 
pour déterminer la flore microbienne du rhino-pharynx des 
malades (Bacille de Pfeiffer, M. catharralis, Pneumocoque, 
Streptocoque) ; l'autre était filtrée sur bougie Chamberland L2 
(dépression ne dépassant pas 12 centimétres de Hg et temps 
de filtration n’excédant pas dix & quinze minutes). On effec- 
tuait des contrdéles de stérilité des filtrats par ensemencement 
sur divers milieux aérobies et anaérobies. 

Les ensemencements de filtrat n’ont jamais donné de 
cultures, méme aprés une semaine de séjour a |’étuve. 


ANIMAUX EN EXPERIENCE. — I] est indispensable que les 
furets qui doivent servir aux expériences, soient mis préala- 
blement en quarantaine. Car il existe, chez le furet, une 
maladie infectieuse aigué dont l’étiologie est encore obscure 
et qui pourrait préter 4 confusion. I] faut aussi que les ani- 
maux inoculés soient rigoureusement isolés des animaux sains 
et séparés les uns des autres. 


Mopes pD'inrection. — Le filtrat était imoculé au furet par 
instillation intra-nasale a la dose de 4 cent. cube. Dans chaque 
cas, on inoculait un furet aprés anesthésie légére a ]’éther et 
un autre sans anesthésie. 

Nous avons elfectué des passages en instillant & un animal 
sain des sécrétions nasales de furet malade diluées au 41/5 ou 
au 1/10 dans l’eau physiologique et filtrées sur bougie L2. 
Nous avons réalisé aussi des passages de virus d’animal 4 
animal en instillant dans les narines d’un furet sain une sus 
pension 4 5 p. 100 de poumon broyé en eau physiologique, et 
provenant d’un furet sacrifié pendant sa maladie. Dans les 
deux cas nous avons obtenu une infection typique. Mais l’ino- 
culation, méme sous anesthésie 4 léther, ne provoque habi- 
tuellement de Iésions pulmonaires qu’aprés plusieurs passages 
successifs. Dans un cas cependant, l’instillation, sous anes- 
thésie a l’éther, d’un filtrat de lavage de gorge a provoqué 
d’emblée des Iésions de congestion pulmonaire. 

Dans la presque totalité des expériences, l’inoculation de 
filtrat de sécrétions rhino-pharyngées provenant de cas de 
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srippe humaine a déterminé chez le furet, une infection abso- 
lument analogue a celle que nous avions observée dans les 
expériences d’inoculation des souches anglaises et améri- 
caines, souches provenant d’un passage par la souris. 

Les furets infectés furent examinés chaque jour et la tem- 
pérature prise deux fois par jour. Si l’animal devenait malade 
et présentait les symptémes que nous allons décrire, il était 
sacrifié au quatriéme jour et le passage était effectué sur 
furet ou sur souris. 
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Fic. 14. — Courbe thermique du furet infecté. 


MALADIE GRIPPALE DU FURET. — L’infection grippale du 
furet est caractérisée essentiellement par une incubation de 
deux jours, du catarrhe oculo-nasal et une réaction thermique 
a type diphasique. 

Aprés une incubation silencieuse de quarante-huit heures, 
la température qui, chez le furet, est normalement de 38°5 
a 39°, et ne dépasse pas 39°5, s’éléve brusquement a 41° et 
plus. Deux jours plus tard, elle s’abaisse pour remonter vers 
Je cinquiéme jour. Le lendemain ou le surlendemain, elle 
redescend graduellement (fig. 1). Ce caractére diphasique 
(assez analogue au V grippal de la courbe thermique de 
Vhomme), sans étre absolument constant, est pathogno- 
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monique. A la premiére élévation thermique, le furet devient 
somnolent, reluse la nourriture, semble fatigué. Puis appa- 
raissent, vers le troisiéme jour, les symptémes de catarrhe : 
les yeux s’injectent et larmoient, l’animal éternue fréquem- 
ment, parfois par crises. Le poil se hérisse, un écoulement 
nasal apparait qui devient bient6t muco-purulent, pouvant 
provoquer des érosions sur les bords et aux angles des 
narines ; l’obstruction nasale est souvent telle que l’animal 
respire la bouche ouverte. Les yeux sont collés. Progressive- 
ment les symptémes s’amendent et la guérison survient, habi- 
tuellement du dixiéme au quinziéme jour. La mort est excep- 
tionnelle, les rechutes sont rares. 

Ce tableau, le plus habituel, peut comporter quelques 
variantes. On peut, par exemple, observer une courbe dipha- 
sique de la température sans signes de catarrhe nasal. Nous 
avons observé un cas dans lequel il y avait une courbe typique 
de la température, de |’éternuement et pas de catarrhe. 

L’examen des fosses nasales des animaux sacrifiés entre le 
troisiéme et le huitiéme jour, montre une inflammation aigué 
avec cedéme et hyperhémie de la muqueuse. A la coupe, on 
note une dilatation vasculaire avec diapédése leucocytaire. 
Les cellules épithéliales ciliées ont disparu. 

Lorsque nous avons inoculé aux furets le virus aprés anes- 
thésie, ces animaux ont eu, d’une maniére constante, des 
lésions pulmonaires (hépatisation partielle ou totale) aux- 
quelles ils ont succombé dans un délai variable. 


A. — Passace pu virus. — Les passages furent effectués 
expérimentalement de la maniére suivante : l’animal est 
sacrifié lorsqu’il présente des symptémes nets (troisiéme ou 
quatriéme jour). On préléve les cornets que l’on broie avec 
du sable stérile et que l’on émulsionne ensuite avec 20 cent. 
cubes d’un mélange a parties égales, de bouillon et d'eau 
physiologique stérile. L’émulsion est centrifugée lentement et 
le liquide surnageant est instillé dans les narines d’un furet 
neuf. De nombreux passages sont possibles. 

La figure 2 donne un exemple de ces passages : partis d’un 
cas de grippe typique, nous avons pu reproduire la maladie 
en série chez le furet. 
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Le passage peut se faire aussi par la souris ; c’est un pro- 
cédé commode et économique pour entretenir le virus. 


B. — Passace par La Souris. — Pas plus qu’Andrewes, 
Laidlaw, W. Smith et les différents auteurs qui se sont occu- 
pés de la question, nous n’avons pu retrouver le virus 
grippal en inoculant 4 la souris les mucosités de la grippe 
humaine. Ce n’est qu’aprés un certain nombre de passages 
par Furet que le virus devient infectant pour la souris. 

On peut infecter la souris, soit avec du matériel fratche- 
ment prélevé sur le furet ou sur la souris qui viennent de 
mourir, ou d’étre sacrifiés, soit avec du virus conservé au 
laboratoire. Afin de multiplier les chances de succés, il est 
bon d’employer 4 chaque passage plusieurs souris (nous en 
inoculons habituellement 6). 

Contrairement & ce que nous avons vu pour le furet, les 
premiéres inoculations doivent étre effectuées sur des animaux 
-soumis 4 une anesthésie préalable. Aprés plusieurs passages, 
l’adaptation du virus est sulfisante pour que l infection soit 
obtenue par simple inoculation intranasale de virus. 

Les souris qui ont recu Je virus en instillations nasales (ou 
en injection intra-pulmonaire) aprés une incubation de deux, 
trois ou quatre jours présentent les symptémes suivants : les 
poils se hérissent, les souris ont des mouvements moins vils, 
leurs yeux sont souvent & demi-clos, elles perdent l’appétit 
et restent recroquevillées dans un coin de la cage. Elles peu- 
vent présenter une amélioration passagére, mais elles devien- 
nent progressivement plus malades et présentent des mouve- 
ments respiratoires accélérés. Les souris peuvent mourir dés 
le troisiéme ou quatriéme jour de la maladie, mais les symp- 
tomes peuvent persister jusqu’au quatorzi¢me jour. La 
guérison est exceptionnelle ; elle peut toutefois survenir si 
linoculation a été effectuée avec des doses minimes de virus. 

A lautopsie de ces souris, on trouve toujours des lésions 
pulmonaires allant de la congestion & V’hépatisation. L’éten- 
due des lésions varie suivant la date & laquelle on sacrifie les 
animaux. Si on a attendu assez longtemps, 1|’hépatisation 
atteint tous les lobes pulmonaires, les fragments mis dans 
Yeau plongent ; des frottis colorés révélent une flore bacté- 
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rienne variable. Des coupes, effectuées aprés fixation, au 
niveau des bronches, montrent une desquamation des cellules 
épithéliales. Il y a cedéme et infiltration leucocytaire autour 
des bronchioles et des vaisseaux sanguins. 

Les essais de cultures microbiennes faites avec le suc pulmo- 
naire sont. habituellement négatifs, lorsque la souris est 
sacrifiée au troisiéme ou quatriéme jour, mais ultérieurement 
une infection secondaire se développe presque toujours. 

On obtient les mémes symptémes et les mémes lésions chez 
la souris en lui inoculant le virus préalablement filtré sur 
bougies Chamberland L2. 


Il. — Etude sérologique de diverses souches frangaises. 
Comparaison de ces souches entre elles et avec les souches 
anglaises et américaines. 


Au cours de l’hiver 1936-1937, nous avons pu isoler, a 
Paris, 4 souches de virus grippal (2). Tout comme les souches 
anglaises et américaines que nous avions antérieurement étu- 
diées, ces souches francaises — que nous désignons par les 
initiales DC ; PM; RR ; JB, — déterminent chez le furet les 
symptoOmes que nous venons de décrire et entrainent Ja mort 
des souris qui servent au passage du virus. 

I] nous a paru intéressant de rechercher s’il y avait identité 
sérologique de ces diverses souches francaises entre elles at 
avec les souches anglaises ou américaines et si les sérums des 
furets immunisés avec telle ou telle souche neutralisaient le 
pouvoir virulent des souches homologues et hétérologues. 


TECHNIQUE. 


On prépare d’abord une suspension 4 5 p. 100 de virus. Pour cela, 
on broie trés soigneusement dans un mortier stérile, avec du sable 
stérilisé, 2 grammes de poumon de souris ayant succombé & une ino- 
culation de virus grippal. On ajoute progressivement 40 grammes d’eau 
physiologique stérile. Le mélange est ensuite centrifugé A 1500 t. m. 


(2) Acad. de Médec., 9 février 1937, C. R. Ac. de Méd., 4417, n° 6, 
p. 183. 
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pendant cinq minutes. Le liquide surnageant constitue la suspension 
de virus. 

On mélange alors la suspension de virus au sérum  étudier (ou a 
ses dilutions). Le mélange, maintenu pendant dix minutes a la tempé- 
rature du laboratoire, est ensuite inoculé A 5 souris sous anesthésie 
a Véther ; chaque animal recoit 0 c. c. 5 par voie nasale. A titre de 
témoins, 5 autres souris recoivent, dans les mémes conditions, la 
méme quantité de suspension de virus. Les animaux sont sacrifiés le 
sixiéme jour. 

On recherche les lésions pulmonaires. Suivant l’existence ou la non- 
existence, suivant l’étendue de ces lésions, on conclut que l’action 
neutralisante du sérum sur le virus a été plus ou moins grande. 


Les auteurs anglais et américains ont fait admettre le prin- 
cipe d’une notation en chiffres des Iésions constatées. Leur 
classification est la suivante : 

0, pas de lésions ; 4, lésions d’un diamétre inférieur a 1 mil- 
limétre ; 2, lésions d’environ 1 millimétre de diamétre ; 
3, congestion partielle de plusieurs lobes ; 4, congestion pres- 
que totale du poumon. 

A Vusage, il nous a paru fort difficile d’apprécier des ditté- 
rences entre 1 et 2, c’est-a-dire entre des lésions de 41 milli- 
métre de diamétre et des Iésions d’un diamétre inférieur a 
1 millimétre. Si bien que, pour nos dosagesy nous avons 
adopté la classification suivante 

0, pas de lésions ; 4, lésions peu étendues (environ 4 milli- 
métre de diamétre) ; 2, congestion partielle (plusieurs lobes) ; 
3, congestion généralisée du poumon. ; 


RESULTATS. 


Les recherches sur les immunités croisées et la neutralisa- 
tion des virus par les sérums demandent un nombre trés 
élevé d’essais. Nous ne donnerons ici que les résultats d’un 
groupe d’essais & titre d’exemple pour montrer la marche de 
Vexpérience et les résultats moyens obtenus. : 

Utilisant la technique que nous venons d’indiquer, nous 
avons étudié 

1° La neutralisation d’un virus francais par le sérum homo- 
logue ou par le sérum hétérologue (3) ; 


(3) Nous avions préalablement vérifié que le sérum du Furet norma! 
ne neutralise pas le virus grippal. 
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2° La neutralisation des virus anglais et américains par des 
immunsérums obtenus en partant de souches francaises. 

Dans tous les cas, nous avons pris comme virus une suspen- 
sion de poumon de souris inoculées avec la souche a |’étude, 
sacrifiées au troisiéme jour et présentant des lésions pulmo- 
naires é6tendues. L’immunsérum était celui d’un furet, saigné 
par ponction cardiaque vingt jours aprés l’imoculation posi- 
tive de virus. 

Les résultats ont été les suivants : 


je Expérience avec le sérum du furet DC1i14 
et les souches francaises DC, PM, RR et JB. 


SOURIS INOCULEES 
TAUX DU MELANGE 


sérum-virus 5 souris inoculés 
avec 5 souris témoins : virus seul 
le mélange sérum-yirus 


4° DC/DC : Souche DC : 


Mortes en : 3 jours, 3 jours, 
3 jours, 4 jours, 5 jours. 


Souche PM : 


Mortes en : 3 jours, 3 jours, 
3 jours, 3 jours, 4 jours. 


Souche RR : 


Mortes en : 3 jours, 3 jours, 
3 jonrs, 4 jours, 5 jours. 


Souche JB: 


Mortes en : 3 jours, 3 jours, 
3 jours, 4 jours, 5 jours. 
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2° Expériences faites avec le sérum du furet PM3 


MELANGE Av 1/30 


Sérum 


PM3 
PM3 


Souehes 


PM 
DC 


5 SOURIS 


ayant regu le mélange 


et les souches francaises PM, DC, RR et JB. 


2 SOURIS TEMOINS 


(virus seul) 


EEE 


Mortes en : 3 jours, 3 jours, 


4 jours, 4 jours, 5 jours. 


PM3 
PM3 


RR 
JB 


3° Expériences de neutralisation des souches anglaises et améri- 
caines par le sérum de furets immunisés respectivement avec les 
souches francaises DC, RR et PM. 


MELANGE AU 1/30 ; : 
5 SOURIS 5, SOURIS TEMOINS 
ayant r slance 7irus Se 

Ree aeons ayant regu le mélange (virus seul) 

DC WS angel. 0-0; 0; 0520. Toutes mortes en 3a 
RR WS angl. OS Wie Wen les 5 jours. 

PM WS angl. Area) 100) 

DC P/RS8 ameér. ile One ess ile 

RR P/K8 amér. 115 hn Os MOS Ws 

PM amer. Ne Oe is le 


Il résulte trés nettement de ces expériences que : 

4° Chacune des souches francaises de virus grippal a été 
neutralisée par le sérum des furets convalescents d’une infec- 
tion par le virus correspondant. 

2° Chacune des souches francaises est neutralisée par le 
sérum des furets convalescents d’une infection par une autre 
souche francaise de virus grippal. 

3° Les souches anglaise W. S. et américaine PR. 8 sont neu- 
tralisées par tous les sérums des furets infectés avec nos 
souches francaises. 

Cette identité entre des souches de virus grippal, de prove- 
nances trés diverses est intéressante du point de vue épidé- 
miologique et du point de vue sérologique. 
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SUR L’ACTION RETARDANTE 
EXERCEE PAR LES ESTERS ETHYLIQUES 
DE CERTAINS ACIDES GRAS SATURES 
SUR L’EVOLUTION DE LA TUBERCULOSE 
EXPERIMENTALE DU COBAYE 


par L. NEGRE, A. BERTHELOT et J. BRETEY. 


A. Boquet et L. Négre [4] ont montré, en 1924, que les 
lipides du bacille de Koch, solubles dans l’acétone, injectés 
réguliérement sous la peau de cobayes ou de lapins qu’on 
vient de tuberculiser, activent |’évolution des lésions de ces 
animaux, alors que les phosphatides de ce germe, extraits 
par l’alcool méthylique absolu aprés traitement par l’acétone, 
exercent une action retardante sur le processus tuberculeux. 

A la suite de ces constatations, l’un de nous [2] a pu se 
rendre compte que l’huile d’olive ou I’huile de foie de morue, 
de méme que les lipides extraits des organes des mammiféres 
par l’acétone agissent comme les extraits acétoniques de 
bacilles de Koch en activant l’évolution de la_ tuberculose 
expérimentale des animaux de laboratoire. 

Ces faits nous ont amenés depuis plusieurs années a étu- 
dier systématiquement l’influence des facteurs physiologiques 
d’ordre chimique sur ]’évolution des lésions du cobaye expé- 
rimentalement infecté. Ces recherches, qui ont comporté 
l’examen, a ce point de vue, des différents termes des deux 
séries d’acides gras non saturés et saturés, nous ont incidem- 
ment permis de mettre en évidence la propriété que possédent 
les esters éthyliques de certains acides gras saturés de ralentir 
chez le cobaye 1’évolution du processus tuberculeux. 

Réservant pour une publication ultérieure ]’étude du méca- 
nisme d’activation de la tuberculose expérimentale par les 
lipides, et en particulier le rdle qu’y joue Vacido-cétose, nous 
n’exposerons dans ce travail que les résultats que nous avons 
obtenus dans le traitement de l’infection tuberculeuse du 
cobaye par les esters éthyliques de certains acides gras saturés. 


- 
[Sid 
oO. 
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ACTION DE L’ESTER ETHYLIQUE DE L’ ACIDE STEARIQUE 
SUR L’ EVOLUTION DE LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE DU COBAYE. 


C’est a la suite des expériences suivantes que nous nous 
sommes rendu compte pour la premiére fois de l’action fréna- 
trice exercée par le stéarate d’éthyle sur lévolution de la 
tuberculose du cobaye [3]. 


Expfrience I. — Le 20 mars 1935, 18 cobayes recoivent sous la peau 
de la cuisse droite 1/5.000 de milligramme de la souche humaine C. 
6 d’entre eux sont trailés a partir de la date d’inoculation par des 
injections sous-cutanées bi-hebdomadaires de 0 c. c. 2 de stéarate 


d’éthyle, 6 par des injections de 1 cent. cube d’oléate d’éthyle et 
6 autres sont conservés comme témoins. 

Tous ces animaux sont sacrifiés le 29 avril suivant. Les cobayes 
témoins ont leurs ganglions inguinaux et sous-lombaires droits hyper- 
trophiés (petits pois) et de 20 & 50 granulations sur leur rate. Deux 
d’entre eux ont des tubercules sur le foie. 

Les cobayes traités par le stéarate d’éthyle ont leurs ganglions ingui- 
naux et sous-lombaires droits presque aussi volumineux que ceux des 
témoins, mais leur rate est indemne de toute IJésion. 

Les animaux soumis aux injeclions d’oléate d’éthyle ont des gan- 
glions inguinaux et sous-lombaires plus volumineux que ceux des 
témoins. Sur la rate, Jes tubercules sont beaucoup plus nombreux 
que chez ces derniers. Certains cobayes ont des lésions sur le foie. 


Ces expériences montrent que les injections sous-cutanées, 
deux fois par semaine, de 0c. c. 2 de stéarate d’éthyle a des 
cobayes qu’on vient de tuberculiser, ralentissent l’évolution 
de leurs lésions, alors que les injections d’oléate d’éthyle 
l’activent comme celles d’huile d’olive. 

Depuis lors, nous avons recommencé un trés grand nombre 
de fois ces expériences de traitement avec le stéarate d’éthyle 
(doses comprises entre 0 c. c. 2 et Oc. c. 3) sur des cobayes 
infectés avec des souches de bacilles tuberculeux, aussi bien 
d’origine bovine que d'origine humaine. Dans la plupart des 
cas, les résultats obtenus ont été les mémes. Au moment ou, 
six 4 huit semaines apres l’inoculation virulente, les cobayes 
témoins ont de grosses lésions ganglionnaires, de nombreux 
tubercules sur la rate et parfois quelques granulations sur les 
poumons et le foie, les cobayes traités par ce produit ont des 
ganglions moins volumineux, moins caséeux et plus fibreux 
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et leur rate indemne de lésions ou ne présentant que quelques 
rares granulations. 

Mais cette action frénatrice ne s’exerce, avec les doses que 
nous avons utilisées, que pendant les premiéres semaines et 
ne se manifeste que par un retard dans l’apparition des 
lésions. Deux mois environ aprés l’infection virulente, la 
tuberculose se généralise chez les cobayes traités par le 
stéarate d’éthyle comme chez les animaux témoins. 

Nous avons, d’autre part, essayé de nombreux esters dans 
lesquels l’acide stéarique était combiné a des alcools autres 
que l’alcool éthylique, notamment les alcools benzylique et 
cinnamique, mais nous n’avons obtenu que des résultats 
négatils. 


ACTION DES ESTERS ETHYLIQUES DES ACIDES ARACHIDIQUE, 
PALMITIQUE, MYRISTIQUE, LAURIQUE, CAPRIQUE, CAPRYLIQUE, 
CAPROIQUE ET BUTYRIQUE. 


Ces derniers résultats étant acquis, il était indiqué de 
rechercher si les esters éthyliques d’acides gras saturés autres 
que l’acide stéarique possédent le méme pouvoir frénateur sur 
lévolution du processus tuberculeux [4]. 

Nous avons pu nous procurer les esters éthyliques des 
acides butyrique, caproique, caprylique, caprique, laurique, 
myristique, palmitique et arachidique pour les essayer de la 
méme facon que l’ester éthylique de l’acide stéarique. 

Ils ont été employés aux doses de 0c. c. 240 c. ¢. 3. 

Expérrence I]. — Le 20 mars 1935, 18 cobayes recoivent sous la peau 
de la cuisse droite 1/5.000 de milligramme de la souche humaine C. 

9 d’entre eux sont traités par des injections sous-cutanées bi-hebdo- 
madaires de 0 c. c. 2 de butyrate d’éthyle. Les 9 autres sont conservés 
comme témoins. Ils sont tous sacrifiés le 29 avril suivant. On constate 
que les cobayes traités ont des ganglions inguinaux et sous-lombaires 


beaucoup plus volumineux que ceux des témoins. La rate des traités 
présente des tubercules plus nombreux que celle des témoins. 


Exptrience III. — Le 17 septembre 1936, 50 cobayes recoivent sous 
la peau de la cuisse droite 1/500 de milligramme de la souche 
bovine B,. 


A partir de la date d’inoculation, 10 sont traités par des injections 
sous-cutanées bi-hebdomadaires de 0 c. c. 5 de caprate d’éthyle, 10 par 
la méme dose de laurate d’éthyle et 10 par la méme dose de palmitate 
d’éthyle. 20 cobayes sont conservés comme témoins. 
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Tous ces animaux sont sacrifiés le 3 novembre suivant. Les cobayes 
témoins ont de gros ganglions sous-lombaires droits dont certains 
dépassent les dimensions d’un noyau de cerise. Chez tous, la rate pré- 
sente des tubercules, plus ou moins nombreux : 10 a 40. 

Les cobayes traités par chacun des esters éthyliques d’acides gras 
ont des ganglions sous-lombaires plus petits que les ganglions corres- 
pondants des témoins. 

Dans le lot traité par le caprate, 4 cobayes présentent une rate 
indemne de toute lésion ; les autres cobayes ont presque autant de 
tubercules spléniques que les témoins. 

Dans les deux lots de cobayes traités par le laurate et le palmitate 
d’éthyle, la plupart des rates sont hypertrophiées, mais indemnes de 
lésions. Dans chacun de ces lots, un cobaye a 2 ou 3 granulations sur 
la rate. 


Exptérience 1V. — Le 27 aotit 1986, 24 cobayes recoivent sous la peau 
de la cuisse droite 1/500 de milligramme de la souche humaine Mart. 

Cing d’entre eux sont traités par des injections sous-cutanées 
bi-hebdomadaires de 0 c. c. 5 de myristate d’éthyle, 5 autres par 
1 cent. cube de ce produit. 14 sont conservés comme témoins. 

Tous ces animaux sont sacrifiés le 8 octobre 1936. Les témoins ont 
leurs ganglions sous-lombaires droits gros comme des petits pois et 
leur rate parsemée de trés nombreux tubercules, sauf 6 d’entre eux 
chez lesquels ces derniers sont plus rares. 

Chez les 5 cobayes traités par 0 c. c. 5 de myristate d’éthyle, les 
ganglions sous-lombaires sont un peu plus pelits que ceux des témoins. 
2 cobayes n’ont aucune lésion de leurs organes. La rate des 3 autres 
présente quelques tubercules. 

Dans le lot des cobayes traités par 1 cent. cube de myristate d’éthyle, 
les Iésions des ganglions et de la rate sont presque aussi importantes 
que celles des témoins. 


ExpERieNcE V. — Le 16 avril 1937, 48 cobayes recoivent sous la peau 
de la cuisse droite 1/500 de milligramme de la souche bovine B,. Trois 
lots de 12 cobayes chacun sont traités par des injections sous-cutanées 
hi-hebdomadaires de 0 c. c. 5 de caproate, de caprylate et d’arachidate 
d’éthyle. 12 cobayes sont conservés comme témoins. 

Tous sont sacrifiés 4 la fin du mois de mai suivant. Les cobayes 
témoins ont de gros ganglions inguinaux et sous-lombaires caséeux, 
de trés nombreux tubercules sur la rate et certains d’entre eux 
quelques lésions sur le foie ‘et les poumons. Les cobayes traités par le 
caproate et le caprylate d’éthyle ont-des lésions semblables A celles des 
témoins. Ceux traités par l’arachidate d’éthyle ont, par contre, des 
lésions ganglionnaires moins prononcées que celles des témoins. La 
plupart d’entre eux ont une rate tres hypertrophiée sans lésions 
visibles. Chez quelques autres, la rate ne présente que de rares tuber- 
cules. Les autres organes sont apparemment indemnes. 


Il ressort de ces expériences que les injections de butyrate 
d’éthyle, comme on pouvait s’y attendre, activent l’évolution 
du processus tuberculeux. Celles de caproate et de caprylate 
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d’éthyle sont sans action. Par contre, le palmitate, le my- 
ristate, le laurate, l’arachidate et le caprate d’éthyle sont 
capables, dans une certaine mesure, comme le stéarate 
d’éthyle, de retarder l’apparition des Iésions du cobaye. Parmi 
ces derniers esters, le palmitate d’éthyle nous a paru exercer 
action la plus réguliére et la plus prononcée. 

Rappelons que E. R. Long et A. J. Vorwald [5] ont signalé 
que chez des rats tuberculeux traités par de grandes quantités 
d’acide palmitique, les lésions sont moins importantes que 
celles des animaux témoins non traités, mais les bacilles de 
Koch y sont beaucoup plus nombreux. 

fl nous a paru, au contraire, que chez les cobayes tuber- 
culeux traités par les esters éthyliques d’acides gras saturés 
et en particulier par le palmitate d’éthyle, les bacilles de 
Koch sont plus rares que chez les témoins dans la rate et 
les ganglions. 

Jusqu’a présent, afin d’avoir le plus rapidement possible 
des renseignements sur l’action de trés nombreux produits, 
nous nous sommes bornés a administrer des doses fixes de 
ces derniers (0 c. c. 5) et a Juger des résultats par le retard 
de l’apparition des lésions. 

Il y aura lieu, dans des expériences ultérieures, de nous 
rendre compte si des quantités inférieures ou un mode d’admi- 

-nistration différent ne donnent pas des résultats plus favo- 
rables et d’étudier la survie des animaux traités par rapport 
aux témoins. 


ACTION DU STEARATE OU DU PALMITATE D’ETHYLE 
COMBINEE A CELLE DE L’ANTIGENE METHYLIQUE. 


Nous avons pensé qu'il serait intéressant d’associer au 
traitement par le stéarate ou par le palmitate d’éthyle, des 
injections d’antigéne méthylique dont l’un de nous a montré 
avec A. Boquet (6] l’action favorable sur I’évolution de la 
tuberculose du cobaye. 

Expérience VI. — Le 28 avril 1936, 39 cobayes ont été infectés par 
injection sous la peau de la cuisse droite, de 0 milligr. 001 de la 


souche humaine Mart. 15 ont été conservés comme témoins. Les. 


autres ont été traités par des injections sous-cutanées bi-hebdoma- 


daires: 8 de Oc. c. 2 de stéarate d’éthyle, 8 de 0c. c. 5 d’antigene 
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méthylique, 8 de 0 c. c. 2 de stéarate d’éthyle et de 0 c. c. 5 d’anti- 
gene méthylique. sate 

Ces animaux ont été sacrifiés six semaines aprés. Les cobayes temoins 
avaient de gros ganglions inguinaux et sous-lombaires caséeux, de 
nombreux tubercules sur la rate ; la moitié d’entre eux avaient quelques 
lésions sur le foie. 

Les cobayes traités par le stéarate d’éthyle seul avaient des lésions 
ganglionnaires moins prononcées que les cobayes précédents. Un cobaye 
n’avait aucune lésion de la rate, les autres de 1 A 8 tubercules. Aucun 
ne présentait de lésions sur le foie. 

Les cobayes traités par l’antigéne seul avaient sensiblement les mémes 
Iésions que ces derniers, sauf 2 d’entre eux qui présentaient de plus 
nombreux tubercules sur la rate et quelques granulations sur le foie. 

Dans le lot traité par le stéarate d’éthyle et lantigéne méthylique, 
les lésions ganglionnaires étaient encore moins prononcées que dans les 
deux lots précédents : petits ganglions durs a la coupe qui, a l’examen 
histologique, montraient une_ prolifération histiofibrocytaire massive. 
3 cobayes n’avaient aucune lésion de la rate dont les coupes histolo- 
giques révélaient une raréfaction lymphoide, une hyperplasie réticulaire 
et un début de sclérose. Les autres n’avaient que deux a dix granulations 
sur cet organe. Le foie et les poumons étaient apparemment indemnes 
de toute lésion. 


Il semble donc que c’est l’association du stéarate d’éthyle 
et de l’antigéne méthylique qui a donné les meilleurs résultats. 

Cette expérience a été recommencée avec le palmitate 
d’éthyle associé A Vantigéne méthylique. Nous avons égale- 
ment observé que c’est dans le lot de cobayes traités & la fois 
par le palmitate d’éthyle et Vantigéne méthylique que les 
lésions les moins importantes ont été observées. 


EssaAIS DE TRAITEMENT PREVENTIF DE COBAYES 
PAR LES STEARATE, PALMITATE ET LAURATE D’ETHYLE. 


Apres avoir établi que le traitement de cobayes_ tuber- 
culeux par des injections sous-cutanées des esters éthyliques 
des acides palmitique, laurique et stéarique, ralentit 1 évolu- 
tion de leurs lésions, nous avons essayé de nous rendre 
compte si ces substances injectées préventivement exerce- 
raient la méme action sur la tuberculose expérimentale du 
cobaye. 


Expénience VII. — Du 10 novembre au 16 décembre 1936, 10 cobayes 
recoivent deux fois par semaine en injections sous-cutanées, 0 c. c. 5 
de palmitate d’éthyle ; 10 autres la méme dose de laurate d’éthyle et 


10 autres la méme dose de stéarate d’éthyle. 
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Le 16 décembre suivant, ils sont infectés ainsi que 12 témoins, par 
injection sous la peau de la cuisse droite de 1/25.000 de milligramme 
de la souche boyine Heemskerke. Dans chaque lot, le traitement est 


continué, pour 5 cobayes seulement, aprés inoculation du_ bacille 
virulent. 


Tous ces animaux sont sacrifiés le 9 février 1937. A cette date, tous 
les témoins ont de grosses lésions inguinales et sous-lombaires et de 
nombreux tubercules sur la rate. A l’exception de 2 cobayes, ils 
présentent de fines granulations sur le foie et les poumons. 

Les cobayes traités préventivement par le stéarate et par le laurate 
d’éthyle, aussi bien ceux chez lesquels les injections de ces produits 
ont été continuées aprés l’inoculation virulente que ceux chez lesquels 
elles ont été arrétées, ont les mémes Iésions que les cobayes témoins. 

Par contre, chez tous les cobayes traités par le palmitate d’éthyle soit 
préventivement, soit préventivement et curativement et spécialement 
chez ces derniers, les lésions sont moins prononcées que chez les 
témoins : lésions ganglionnaires moins importantes, tubercules splé- 
niques plus rares, absence de lésions sur le foie et sur les poumons. 


Il semble donc, d’aprés ces expériences, que préventive- 
ment, les esters éthyliques d’acides gras saturés n’exercent 
pas sur le processus tuberculeux la méme action que lorsqu’ils 
sont employés curativement. Seul le palmitate d’éthyle parait 
avoir eu un certain effet préventif. 


ACTION DES ESTERS ETHYLIQUES DES ACIDES STEARIQUE, 
PALMITIQUE ET LAURIQUE SUR L’ ORGANISME ET LES LESIONS 
DES COBAYES TUBERCULEUX. 


Les injections sous-cutanées des esters éthyliques des acides 
stéarique, palmitique et laurique sont en général bien suppor- 
tées par les cobayes tuberculeux. 

Ces substances se résorbent lentement dans le tissu sous- 
cutané. Lorsque la résorption est compléte, il persiste une 
certaine induration de la zone intéressée par l’inoculation. A 
examen histologique, M. Bablet a constaté, en elfet, une 
légere réaction fibreuse entourant un exsudat fibrino-leuco- 
cytaire A polynucléaires avec infiltration de la zone muscu- 
laire. 

De méme, chez l’homme, Louis Guinard, ainsi que Jean 
Troisier ont constaté que les injections sous-cutanées de palmni- 
fate et de stéarate d’éthyle, qui sont bien supportées par les 
malades tuberculeux, ont lVinconvénient de laisser au point 
d injection un placard induré qui parait se résorber lentement. 
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Chez les cobayes tuberculeux traités par les esters éthyliques 
des acides gras saturés qui se sont montrés les plus actifs 
(acides palmitique, laurique, stéarique, arachidique), la rate 
présente dans la plupart des cas une hypertrophie trés pro- 
noncée, bien que souvent sans Iésions apparentes. 

A l’'examen histologique de cet organe, M. Bablet a constaté 
une hyperplasie réticulaire trés marquée avec présence de 
collagéne. Les poumons présentent un épaississement et une 
infiltration de la trame. Les ganglions lymphatiques ont une 
tendance plus prononcée a la sclérose que ceux des cobayes 
témoins. Il semble done que les esters éthyliques des acides 
oras saturés agissent surtout indirectement par excitation du 
systéme réticulo-endothélial car, comme nous lavons montré, 
ils ne paraissent plus exercer la méme action si on les injecte 
préventivement & doses massives sous la peau. 

Dans un autre ordre didées, il est curieux de noter que 
les esters éthyliques des acides gras saturés qui paraissent 
agir le plus favorablement sont au nombre des acides gras que 
les chimistes ont trouvés le plus fréquemment dans le bacille 
de Koch. 

De Schweinitz et Dorset y ont constaté la présence des acides 
palmitique, laurique et arachidique. Goris |7] a trouvé de 
Vacide stéarique et de lacide palmitique dans le produit de 
saponification des phosphatides du bacille tuberculeux. R. J. 
Anderson |8| en a isolé des acides gras non saturés tels que 
Vacide oléique et acide hexacosanique, et des acides gras 
saturés : acide palmitique, faible quantité d’acide stéarique, 
un acide en Cy) (acide 10 méthylstéarique) et un acide en 
C,, isomére de acide hexacosanique. 


EssaIs COMPARATIFS DE TRAITEMENT AVEG DE L. OVOLECITHINE, 
DES LIPOIDES HEPATIQUES, DE L’ESTHERASE HEPATIQUE 
ET DU CHLORHYDRATE DE CHOLINE. 


A titre de comparaison, nous avons examiné laction sur 
le cobaye tuberculeux de substances auxquelles certains 
auteurs ont attribué une action frénatrice sur l’évolution de 
la tuberculose expérimentale des animaux de laboratoire. 

Nous néavons observé aucun résultat semblable A celui 
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obtenu avec le palmitate d’éthyle chez des cobayes préalable- 
ment infectés puis traités par des injections sous-cutanées 
bihebdomadaires d’ovolécithine, de lipoides hépatiques, d’es- 
térase hépatique et de chlorhydrate de choline. 

Nous avons également essayé de traiter des cohayes tuber- 
culeux par des substances d'origine végétale dans la composi- 
tion desquelles entrent les acides laurique, myristique, palmi- 
lique, caproique, caprylique et caprique (beurre de coco) et 
de la myristine (beurre de muscade). 

Les injections sous-cutanées répétées de ces substances A 
des cobayes tuberculeux n’ont pas modifié l’évolution de leurs 
lésions. 


CONCLUSIONS. 


Il ressort de nos expériences que les esters éthyliques des 
acides gras saturés 4 poids moléculaire relativement élevé, 
palmitate, laurate, stéarate, myristate, caprate et arachidate 
d’éthyle administrés 4 des cobayes tuberculeux en injections 
sous-cutanées bihebdomadaires a la dose de 0c. ¢. 240 c¢. ¢. 5, 
retardent l’apparition des lésions de ces animaux. 

Le caprylate et le caproate d’éthyle n’exercent sur elles 
aucune action. 

Le butyrate d’éthyle active l’évolution du processus tuber- 
culeux. 

Parmi les esters éthyliques des acides gras actifs, c'est le 
palmitate d’éthyle qui nous a paru avoir les effets les plus 
marqués et les plus réguliers. 

L’action du palmitate d’éthyle a paru encore renforcée par 
Vincorporation & ce produit d’une certaine quantité d’anti- 
géne méthylique. 

Lorsque les acides gras saturés actils sont combinés 4 des 
alcools autres que l’alcool éthylique, notamment aux alcools 
benzylique et cinnamique, les résultats du traitement sont 
négatits. 

Injectés préventivement & doses massives sous la peau, les 
palmitate, laurate et stéarate d’éthyle ne paraissent pas modi- 
fier le processus tuberculeux des cobayes ultérieurement 
infectés, comme dans le cas ot ils sont employés curative: 


ment. 
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Les cobayes tuberculeux traités par des injections sous- 
cutanées des esters éthyliques des acides gras saturés les plus 
actils (palmitate, laurate, stéarate et arachidate d’éthyle) preé- 
sentent, dans la plupart des cas, une hypertrophie considé- 
rable de la rate sur laquelle on ne trouve souvent aucune 
lésion apparente au moment od, chez les témoins, les Iésions 
splémiques sont trés nombreuses, 

A Vexamen histologique de cet organe, on observe une 
hyperplasie réticulaire avee apparition de collagdne. Les 
poumons présentent un épaississement et une intiltration de 
la trame. Les ganglions lymphatiques des cobayes traités ont 
plus de tendance & la selérose que ceux des témoins. 

Il y a done excitation du systéme réticulo-endothélial. C'est 
un fait qui est important & noter pour en tenir compte quand 
de nouvelles données, notamment dordre sérologique et 
physico-chimique, nous permettront d’édifier une hypothdse 
plausible sur le mode d'action des esters éthyliques d’acides 
gras saturés que nous avons étudiés. 
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SUR LEMPLOI 
DU MILIEU BU JAUNE DCEUF DE BESREDKA 
COMME MILIEU DE CONSERVATION 
POUR LE BACILLE TUBERCULEUZ 


por VAS DEINE, 


Snstitu Pasteur. 
Vahoratoire de recherches sur Va tubereulose., 


¥n 1013, A. Besredka t F. Jupille ont décrit un « bouillon 
4 Veet » A), compose de bouillon ordinaire © parties). de 
Plane Weul 4 parties de la olution ay 1/10) A de jaune 
Soeul (4 partie de Ia solution au 1/10), ct dont une dex pro 
prittés les plus remarquables fut de permettre non seulement 
la mise en culture facile, mais la conservation & VAat vivant 
A virulent des microbes les plus divers. parmi lesquels des 
ozganismes aussi fragiles que le gonccoque et le coccobacille 
de la comueluche de Bordet ct Gengou. Pour la culture da 
bacile tuberculeux. ces auteurs modifizrent leur milieu. <n 
employant du bouillon non peptoné, A en modifiant les quan- 
titts respectives de ses constituants. 

Certains auteurs <’Aant plaint que ce milien de culture Aait 
trop difficile 4 préparer, A. besredka a dans Ja suite <implifié 
oom milien 4 Vextréme, et ce fut en 1921 quill publia la for- 
mule dorénavant cassique du « milien de Besredka ». aui ne 
content plus que du jaune d’ceuf et de \'ean distillZe 2). 

Ayant remarqué que parmi les <ouches de bacilles tuber- 
culeux que nous avons Vhabitude d’entretenir sur pomme de 
terre Zlycérinée, il y em a qui. aprés avoir Aé ainsi réense- 
menches toutes Jes trois semaines depuis plusieurs mois, 
perdent une partie de leur virulence. nous nous sommes 


(1) Acad. dex Sciences, 456. 1912. p. 162. — Ces Annes. F7. 1914, 


p 199. 
(2) Ces Anndles, FB. 1971. p- BL 
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demandé si le milieu de Besredka ne conviendrait pas mieux 
que la pomme de terre comme milieu d’entretien des souches 
de notre collection, et ne nous mettrait pas 4 Vabri de ces 
pertes de virulence, en nous permettant d’avoir toujours a 
notre disposition des cultures a virulence fixe. 

Pour préparer le milieu de Besredka, nous nous sommes tou- 
jours servi d’ceufs du jour, et nous n’en avons toujours 
préparé que des quantités restreintes. Nous rappelons ici 
briévément le mode de préparation de ce milieu. Le volume 
de deux jaunes d’ceuls (environ 30 cent. cubes) est complété 
jusqu’a 200 cent. cubes avec de l’eau distillée neutre, et le 
mélange fortement agité a l’aide d’une baguette de verre dans 
un récipient en verre neutre. On ajoute trés lentement de la 
soude a 4 p. 100, jusqu’a la clarification optima (ce temps 
constitue le seul point délicat de la préparation, car lorsqu’on 
introduit trop de soude le bacille pousse moins bien) ; puis on 
compléte par de lVeau distillée jusqu’a vingt fois le volume 
du jaune d’ceuf (en l’occurrence jusqu’a 600 cent. cubes). Le 
pH doit étre maintenant aux environs de &, et descendra pen- 
dant la stérilisation 4 7,8. On filtre sur papier dans un ballon 
en verre neutre, et on répartit en tubes de 22, 20 cent. cubes 
par tube, qu’on stérilise 4 l’autoclave (une demi-heure a 105°). 
Avec deux ceufs on obtient ainsi une trentaine de tubes. 

C’est par conséquent, comme A. Besredka l’avait déja fait 
remarquer lui-méme, un milieu trés économique, et excessi- 
vement facile a préparer. 

Quand on ensemence ce milieu avec une culture de bacilles 
tuberculeux, ceux-ci se développent dans la profondeur du 
tube, oti ils forment des grumeaux. Le bacille du type humain 
et celui du type bovin laissent le milieu parfaitement limpide ; 
le bacille aviaire a une tendance a le troubler un peu, tout 
en se développant assez abondamment au fond. Nous avons 
essayé d’obtenir un développement plus abondant du bacille 
humain, en ajoutant de la glycérine a différents taux au 
milieu. Cette adjonction ne présente pas d’avantages. D’autre 
part, le bacille humain a une tendance a acidifier fortement 
le milieu de Besredka glycériné, ce qui fait qu’en vieillissant, 
le liquide se trouble et finit méme par se coaguler. Ceci est 
exceptionnel pour des cultures dont l’4ge ne dépasse pas deux 
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mois, mais quand on chauffe des cultures humaines en milieu 
de Besredka glycériné, en vue d’éprouver leur teneur en tuber- 
culine par exemple, elles se coagulent toutes, méme quand 
elles n’ont encore que deux mois, alors que les cultures non 
glycérinées restent limpides. 

Les trois types de bacilles tuberculeux produisent de la 
tuberculine dans le milieu de Besredka, sans qu'on en 
percoive l’odeur caractéristique, comme A. Besredka_ lui- 
méme l’avait indiqué. Il est vrai que l’'injection intradermique 
du milieu non ensemencé provoque lui aussi chez le cobaye 
tuberculeux et chez le cobaye normal un peu de rougeur de 
la peau au point inoculé. Mais la méme injection, faite avec 
un liquide ayant servi 4 la culture, et débarrassé de ses 
bacilles, fait apparaitre chez l’animal tuberculeux une réac- 
tion nettement plus forte. 

Pour nous rendre compte de la valeur du milieu de Besredka 
comme milieu de conservation de souches, nous y avons ense- 
mencé un certain nombre de cultures de bacilles tuberculeux, 
savoir : 8 souches du type humain, 4 souches bovines et 
5 aviaires, dont nous connaissions bien la virulence. Nous 
avons laissé séjourner ces cultures 4 l’étuve 4 38° pendant 
des temps variables, et aprés des délais variés nous les avons 
imoculées au cobaye et (ou) au lapin. 

Pour ne pas entrer dans tous les détails de cette expéri- 
mentation, disons seulement que la dose de bacilles injectés 
fut évaluée par pesage aprés essorage. La virulence des 
bacilles s’est montrée intacte aprés quatre mois de séjour a 
l’étuve pour toutes les cultures humaines, et aprés six mois 
pour deux des cultures bovines (les deux autres ne furent pas 
éprouvées aprés six mois) ; quant aux cultures aviaires, elles 
furent seulement éprouvées aprés deux mois de culture dans 
le milieu de Besredka, et trouvées pleinement virulentes pour 
le lapin & ce moment ; on verra plus loin, qu’elles « tiennent » 
certainement beaucoup plus longtemps. 

Nous avons été frappé par le fait que la virulence de 
certaines cultures de type humain semble s’accroitre aprés 
deux mois de séjour A l’étuve en milieu de Besredka, et que 
celles-ci semblent méme acquérir une certaine virulence passa- 
gére pour le lapin 4 ce moment. 
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Nous‘avons laissé vieillir certaines cultures humaines jus- 
qu’a huit ou méme douze mois & létuve, mais au bout de ce 
délai leur virulence était déja nettement diminuée. II est vrai 
qu’a ce moment il doit y avoir un grand nombre de bacilles 
morts parmi ceux qu’on injecte. 

Parmi les cultures bovines nous en avons laissé vieillir deux 
jusqu’a douze et treize mois et demi respectivement. La viru- 
lence de ces deux cultures était encore presque intacte a ce 
moment. 

Il nous a semblé que des réensemencements effectués tous 
les deux mois devaient suffire, d’aprés ces données expéri- 
mentales, pour entretenir une culture de bacilles tuberculeux 
dans le milieu de Besredka sans qu'elle risque de perdre sa 
virulence. C’est bien ce qui semble ressortir des essais que 
nous avons faits pour vérifier cette supposition, et dont nous 
donnons ici deux exemples. 

6 cobayes sont inoculés par voile sous-cutanée avec 0 mil- 
ligr. 0001 d’un bacille de type humain (souche Ro.), entre- 
tenue depuis trois ans sur pomme de terre glycérinée. ba 
survie moyenne de ces six animaux est de cent quatre-vingt- 
onze jours. 

6 autres cobayes recoivent par la méme voie 0 milligr. 0004 
d’une culture sur pomme de terre glycérinée de la méme 
souche humaine Ro., mais réensemencée d'une culture entre- 
tenue en milieu de Besredka. Leur survie moyenne est de 
cent trente-sept jours. 

L’autre expérience concerne une souche bovine « eugo- 
nique » (la souche B-1), qui fut entretenue deux ans et demi, 
d'une part sur pomme de terre glycérinée, d’autre part dans 
le milieu de Besredka. A la fin de cette période, Ja culture dans 
le milieu de Besredka fut réensemencée sur pomme de terre, 
et, quinze jours plus tard, les deux cultures, celle qui avail 
été entretenue sur pomme de terre, et celle qui avait été réen- 
semencée tous les deux mois dans le milieu de Besredka, 
furent inoculées & la dose de 0 milligr. 061 A deux lapins et 
& deux cobayes. Un lapin de la série Besredka est mort préma- 
turément. L’autre fut sacrifié aprés trois mois, ayant sur les 
poumons un semis de granulations confluentes A centre 
caséeux. Les 2 cobayes de cette méme série sont morts de 
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tuberculose généralisée en quarante-neuf jours. Par contre, 
des 2 lapins inoculés avec le bacille de la série pomme de 
terre, l'un est mort tuberculeux aprés deux mois, mais l'autre, 
sacrilié aprés trois mois, avait pour toute lésion quelques rares 
granulations translucides sur les poumons. Quant aux cobayes 
de cette série, l'un, sacrifié apres quarante-neuf jours, ne pré- 
sentait qu'une légére tumélaction des ganglions inguinaux et 
sous-lombaires du cété inoculé, et l'autre, sacrifié le méme 
jour, avait de l’adénopathie caséeuse inguinale, sous-lom- 
baire, sous-hépatique et trachéo-bronchique, et quelques gra- 
nulations sur la rate, sans autres lésions organiques visibles. 
Par conséquent, la culture, entretenue dans le milieu de 
Besredka semble avoir mieux gardé sa virulence que celle qui 
fut réensemencée réguliérement sur pomme de terre. 

Ce bref apercu montre bien que le milieu de Besredka se 
préte encore mieux a la culture du bacille bovin qu’a celle du 
bacille du type humain, en ce sens que la culture bovine 
garde sa virulence intacte ou presque, méme aprés un vieil- 
lissement considérable. Nous savons déja, que le milieu de 
Besredka permet de cultiver facilement Je bacille bovin 
« dysgonique », qui pousse si difficilement sur la plupart des 
milieux artificiels. R. Laporte (3) et nous-méme avec J. 
Valtis (4) avons déja mis en évidence cette propriété remar- 
quable du milieu de Besredka. R. Laporte a montré comment 
une culture « eugonique » a tendance, en vieillissant, 4 rede- 
venir « dysgonique », et nous-méme avec J. Valtis avons cru 
pouvoir conclure de certaines expériences, que la colonie $ 
« dysgonique » du bacille bovin constitue comme une forme 
de résistance, sous laquelle ce bacille maintient sa virulence 
intacte, quand il se trouve dans des conditions délavorables 
(vieillissement). Nous avons constaté également, qu’aprés 
deux mois de séjour dans le milieu de Besredka a |’étuve, une 
grande partie des bacilles « eugoniques » étaient redevenus 
« dysgoniques » (5). D’autre part, R. Laporte a montré que 
les bacilles tuberculeux bovins du type « eugonique », entre- 
tenus sur pomme de terre glycérinée, ont une tendance a 


(3) Ces Annales, 57, 1936, p. 400. 
(4) GC. R. Soc. Biol., 448, 1935, p. 755. 
(5) C. R. Soc. Biol., 122, 1936, p. 895. 
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diminuer de virulence (6). C’est probablement ainsi qu'il 
convient d’expliquer la différence, constatée dans l’expérience 
relatée plus haut entre Ja virulence de la culture entretenue 
depuis deux ans et demi sur pomme de terre et celle entre- 
tenue pendant le méme laps de temps dans le milieu de 
Besredka. 

Quoi qu’il en soit, et quel que soit le mécanisme du phéno- 
mene, on voit que le milieu de Besredka se préte admirable- 
ment a la conservation de la virulence des différents types «cle 
bacilles tuberculeux, quand il est employé comme milieu 
d’entretien. Le rendement est meilleur sur pomme de terre 
elycérinée et les différents milieux a lceuf solides. Mais pour 
entretenir les stocks de cultures d’une collection, et se pré- 
munir contre de désagréables surprises quant a la virulence 
de ces souches, nous croyons que le milieu de Besredka est 
tout a fait indiqué. D’autant plus qu’il représente une éco- 
nomie considérable de matériel et de temps, ces cultures ne 
nécessitant qu’un réensemencement tous les deux mois et 
méme a de plus longs intervalles, quand on met les cultures 
a la température du laboratoire aprés un séjour de deux 
semaines a l’étuve. 


EssaIS DE CULTURE DU RACILLE TUBERCULEUX 
DANS LE MILIEU DE BESREDKA DILUE. 


Il nous a semblé intéressant de voir comment se comportent 
les bacilles tuberculeux dans un milieu contenant les ingré- 
dients nutritifs essentiels 4 leur subsistance, mais 4 quantité 
réduite. Aprés quelques tatonnements, nous nous sommes 
arrété & une dilution au 41/5 du milieu de Besredka classique 
(1 partie de ce milieu et 4 parties d’eau distillée). Nous avons 
ensemencé des tubes contenant ce milieu dilué avec un bacille 
de type humain (la souche Ro.), un bacille bovin (la souche 
B-I) et un bacille aviaire (la souche Tr. HI). Ces bacilles se 
sont développés comme dans le milieu de Besredka ordinaire, 
seulement moins rapidement et moins abondamment. Nous 
avons inoculé avec ces cultures des cobayes et (ou) des lapins, 


(G\e LOG es ett- 
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apres un séjour a l’étuve de deux, de cing et de douze mois. 
Pendant tout ce temps les trois types de cultures ont gardé 
leur virulence intacte. Il semble donc bien, qu’on puisse aussi 
bien se servir de ce milieu dilué, qui est encore cing fois 
moins cher que le milieu habituel pour conserver les souches. 
I] est toutefois inférieur a celui-ci en ce qu’il ne nous a jamais 
été possible d’isoler un bacille bovin dans le milieu dilué, 
alors que l’isolement de ce bacille, en partant d’un fragment 
de tissu stérilement prélevé, réussit trés bien dans le milieu 
de Besredka ordinaire. 


EssaIS COMPARATIFS DE CULTURE DU BACILLE TUBERCULEUX 
DANS DU BOUILLON GLYCERINE EN PROFONDEUR. 


Nous avons ensemencé en profondeur, dans des tubes de 
22, deux cultures humaines (souches Pri. et Ro.) et une 
culture bovine, (souche B-I), dans du bouillon glycériné, pour 
voir si ce milieu était aussi apte que le milieu de Besredka 
& conserver la virulence de ces souches. En inoculant ces 
cultures aprés deux mois de séjour a l’étuve, nous avons cons- 
taté qu’elles avaient encore toute leur virulence, mais apres 
douze mois d’étuve elles avaient perdu en grande partie leur 
virulence initiale (non pas leur vitalité, car les réensemence- 
ments sur le milieu de L6wenstein ont bien poussé). 

Par conséquent, le bouillon glycériné ensemencé en profon- 
deur est trés inférieur au milieu de Besredka pour la conser- 
vation de la virulence. 


RAISONS D’ORDRE PHYSICO-CHIMIQUE QUI PEUVENT EXPLIQUER 
LA CONSERVATION DE LA VIRULENCE DU BACILLE TUBERCULEUX 
DANS LE MILIEU DE BESREDKA. 


Nous nous sommes demandé pour quelles raisons le milicu 
de Besredka convient si bien 4 l’entretien des cultures de 
bacilles tuberculeux. Nous croyons que plusieurs facteurs 
d’ordre physico-chimique entrent en jeu. 

Ce fut B. Sauton qui, le premier, définit les éléments dont 
le bacille tuberculeux ne peut absolument pas se passer, ou 
dont l’absence entrave considérablement son développement 
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en culture (7). Ces éléments sont : le soufre, le phosphore, le 
magnésium, le potassium et le fer. On sait que comme source 
d’azote, le bacille tuberculeux emploie directement le groupe 
NH’, et qu’il peut oxyder les acides aminés en méme temps 
qu il leur ote leur fonction amide (8). 

Or, en étudiant la composition chimique du jaune d’ceuf, 
on voit que la vitelline contient du soufre, notamment la 
substance extraite de la vitelline par Bunge, et nommée par 
lui « hématogéne ». Cette substance contient les éléments 
suivants : carbone, hydrogéne, azote, phosphore, soufre, ter 
et magnésium. On voit déjA réunis tous les éléments dont le 
bacille a besoin, sauf le potassium ; celui-ci est présent dans 
la vésicule germinative, qui se trouve entre la membrane du 
jaune et le jaune proprement dit. Par hydrolyse, la vitelline 
fournit toute une gamme d’acides aminés, dont : alanine, 
la leucine, Pacide aspartique, la tyrosine, la cystine, le trypto- 
phane, lhistidine, l’arginine et la lysine. Il est done évident 
que le jaune d’ceuf contient tous les éléments nécessaires au 
développement et a la vie du bacille tuberculeux (9). 

D’ailleurs, certains constituants du jaune d’ceuf, ou plutét 
leurs produits de désintégration sous l’action de la chaleur 
et de Valcalinité, doivent jouer un rdéle important dans 
Vorigine des propriétés si remarquables du miheu de 
Besredka. Des recherches, poursuivies depuis longtemps avec 
A. Berthelot et M"’ G. Amoureux, nous en ont déja donné la 
preuve (16). 

Ensuite nous considérons comme un facteur trés important 
la culture en profondeur dans un milieu liquide. On sait que 
dans les milieux liquides non spécialement traités on peut 
déceler la présence d’oxygéne libre jusqu’au fond du tube. Si 
loxygéne y était totalement absent, le bacille tuberculeux ne 


(7) G. R. Acad. dés Sciences, 1912, p. 861. 

(8) Esmonp R. Lone. Zeitschr. f. Tok., 64, 1982. 

(9) Voir pour la composition chimique du jaune d’ceuf : OpprennEmer, 
Handbuch der Biochemie des Menschen und der Tiere, 444, 1910, 


p- 439. — D* Otto Counuem, Chemie der Liweisskérper, T. Vieweg, 
éd., Braunschweig, 1911. — H.-O. Catvery et A. Whats, J. of Biol. 


Chem., 94, 1931-1932, p. 635. 


(10) S.-R. Soe. Biol., 145, 1934, p. 1181, et 446, p. 1243. — Bull. Soe. 
Chim. Biol., 16, n° 9, 1934, p. 1571. 
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se développerait pas dans la profondeur de nos cultures en 
milieu de Besredka puisqu’il est obligatoirement aérobie 
quand les bacilles sont complitement privés d’oxygéne pen- 
dant quatre jours, les échanges gazeux des bacilles ne repren- 
nent plus, méme quand on les met en présence d’un excés 
d’oxygéne (14). Mais la pression d’oxygéne au fond d’un tube 
de culture est nécessairement inférieure a celle qui régne a 
la surface. Or, Ludwig Lange montra, en 1932, par des expé- 
riences appropriées (12), que la pression normale d’oxygéne 
de Vatmosphére n’est pas celle qui convient le mieux au 
bacille tuberculeux ; une pression diminuée leur semble étre 
plus favorable, et cette diminution devrait étre, d’aprds cet 
auteur, plus importante pour le bacille humain que pour le 
bacille bovin. Par contre, pour les bacilles aviaires, la pression 
atmosphérique de l’oxygéne conviendrait aussi bien qu'une 
pression un peu diminuée. Novy et Soule, Richardson, Loebel 
et Schorr, de leur cété, en étudiant les échanges gazeux du 
bacille tuberculeux, trouvent que les bacilles poussent bien A 
une pression d’oxygéne de 0,2 atm., mais se multiphent 
encore a de trés basses pressions d’oxygéne (13). 

Quoi qu’il en soit, il est probable que l’équilibre d’oxydo- 
réduction, tel qu’il se réalise au fond d’un tube de milieu de 
Besredka, est favorable au maintien des propriétés essentielles 
du bacille tuberculeux, dont la virulence forme un élément 
primordial, et que la trop grande richesse en oxygéne de 
l’atmosphére, tout en permettant une culture luxuriante en 
surface, altére a la longue cette propriété essentielle. 

C’est bien pour cette raison que la culture en profondeur 
en milieu liquide a pu étre recommandée par O. Kirchner (44). 
Cet auteur a préconisé trois milieux liquides, se distinguant 
entre eux par le fait, que le premier est constitué de sels miné- 
raux + 10 p. 100 de sérum (humain, bovin ou de lapin 
[« Minser »]) ; le second contient des sels minéraux + aspa- 
ragine + sérum (« Minaser ») et le troisiéme des sels miné- 


(11) Esmonp R. Lone, lI. ©. 

(12) Zbl. f. Bakt., I. Orig., 127, 1933, p. 10-25. 

(13) Cités par Esmonp R. Lone, 1. ©. 

(14) Zbl. f. Bakt., I. Orig., 124, 1932, p. 403-412. — (ROR hs IO. Ch 
Tbk., 83, 1., 1933, p. 39-43. 
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raux + asparagine + sérum + glycérine (« Syser »). Nous 
avons fait un essai avec ces milieux, mais le milieu de 
Besredka ne leur est pas inférieur, et combien plus simple (45). 


(15) Nous rappelons que J. Witte constata récemment, que des 
cultures dysgoniques de hbacilles tuberculeux bovins forment des 
colonies en chou-fleur, quand on les cullive sur milieu de Lowenstein 
sans glycérine, dans des tubes hermétiquement fermés, en présence 
de B. simplex, raréfiant l’oxygéne (Zbl. f. Bakt, I. Orig., 439, 1937, 
p. 279-282). 


ANTICORPS POLYSACCHARIDIQUES ET PROTEIDIQUES 
DES SERUMS ANTITUBERCULEUX 


par Kurvr MEYER. 


(Laboratoire de la Fondation franco-américaine, Berck-Plage.) 


Analysant, il y a vingt-cing ans [40!, les anticorps des 
sérums antituberculeux au moyen de la réaction de fixation de 
lalexine, nous avons distingué deux sortes d’anticorps : des 
anticorps réagissant avec les lipides du bacille tuberculeux, et 
d’autres réagissant avec les bacilles dégraissés ; ces der- 
niers, nous les avons considérés comme des anticorps pro- 
téidiques. Reprenant dernicrement ces expériences avec 
A. Pic [43], nous avons appelé de nouveau ces anticorps « pro- 
téidiques » mais en faisant des réserves sur la vraie nature 
de Jlantigéne correspondant. En effet, plusieurs auteurs 
(Laidlaw [9], Gough [5], Heidelberger et Menzel [8b], Chargaff 
et Schaefer [4], Sandor [45] et d’autres) ayant démontré 
l’existence d’hapténes polysaccharidiques dans le bacille 
tuberculeux, on pouvait se demander si les anticorps « protéi- 
diques » des sérums antituberculeux ne sont pas plutét des anti- 
corps « polysaccharidiques ». Cette question a été le point de 
départ des expériences que nous allons exposer. 

Avant de nous occuper des anticorps mémes, il nous fallait 
nous rendre compte des relations entre les hapténes poly- 
saccharidiques et les protéides du bacille tuberculeux. Il 
résulte, en effet, des recherches des auteurs déja cités qu'il 
existe un ou, plus probablement, plusieurs polysaccharides 
réagissant spécifiquement avec les sérums antituberculeux. Le 
d-mannose et le d-arabinose seraient les constituants princi- 
paux de ces polysaccharides. 

En ce qui concerne les protéides, i! faut citer surtout 
travaux de Gough [6], et de Heidelberger et Menzel [8a]. 
D’aprés ces auteurs, il y aurait plusieurs protéides se distin- 


les 
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guant non seulement par leurs propriétés physico-chimiques, 
mais aussi par leur activité antigénique. Il ne parait pas 
certain qu’on ait réussi & préparer des protéides absolument 
libres de polysaccharides. Des deux protéides isolés par 
Gough, méme la « globuline » contenait encore 0,5 p. 100 de 
substances réductrices, cependant que le taux de celles-ci dans 
l’ « albumine » s’élevait & 14 p 100. Heidelberger et Menzel 
ne disent pas si leurs protéides ont donné la réaction de 
Molisch ou ont fourni des substances réductrices lors de 
Vhydrolyse, mais d’aprés une note dans un mémoire de Hei- 
delberger et Kendall [7], ces protéides auraient contenu des 
polysaccharides. 


* 
* * 


C’était le probléme des relations des polysaccharides avec 
les protéides et celles des anticorps correspondants qui nous 
intéressait surtout dans nos propres expériences. Nous nous 
sommes posé les questions suivantes : 

1° Les polysaccharides sont-ils és aux protéides ou se trou- 
vent-ils 4 l’état libre dans les bacilles > 

2° Les protéides contiennent-ils tous des polysaccharides 
dans leur molécule ? 

3° Les anticorps se combinant aux protéides réagissent-ils 
avec le groupement polysaccharidique des protéides ou avec le 
reste de la molécule ? S’agit-il donc d’anticorps polysacchari- 
diques ou protéidiques ? 

La méthode sérologique dont nous nous sommes servi exclu- 
sivement a été la réaction de fixation de l’alexine. Sans doute, 
la réaction de précipitation est une méthode plus directe, 
puisqu’elle est basée sur la floculation méme qui se produit 
lors de union entre lantigéne et lanticorps. Quant a la 
méthode de Bordet-Gengou, elle vérifie un processus secon- 
daire accompagnant la précipitation : la fixation de ]’alexine, 
que l’on met en évidence au moyen d’un troisiéme phénoméne, 
Vhémolyse. Le nombre des facteurs variables entrant en jeu 
est donc considérable et il ne serait pas étonnant que la 
constance des résultats en fit influencée. Cependant 1’expé- 
rience a montré qu’en dépit de sa complication apparente la 
méthode de la fixation donne des résultats trés nets et com- 
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porte certains avantages. Le début et le degré de l’hémolyse 
peuvent étre plus facilement déterminés que dans la précipi- 
tation, ce qui est important pour des comparaisons quanti- 
tatives entre divers antigénes et anticorps. Certainement le 
dosage quantitatif du précipité spécifique, méthode utilisée par 
Heidelberger et d’autres, permet de déterminer avec plus de 
précision la, quantité des anticorps. Mais, ce procédé demande 
une assez grande quantité d’un sérum riche en précipitines, 
ce dont on ne dispose pas toujours, surtout s’il s’agit de 
sérums humains. De plus en raison des opérations multiples 
qu il comporte, il ne se préte pas facilement a des recherches 
en série. Enfin, on voit assez souvent des sérums, qui, bien 
que donnant une forte réaction de fixation ne produisent pas 
de précipitation. 

Pour l’analyse sérologique des hapténes, nous nous sommes 
servi du sérum de lapins qui, aprés avoir été infectés par des 
bacilles humains, avaient recu dans la veine plusieurs 
injections d’un extrait aqueux de bacilles tués par chauffage. 
Pour |’étude des anticorps nous avons utilisé d’autres sérums 
encore ; nous en reparlerons en relatant ces expériences. 

En ce gui concerne les hapténes polysaccharidiques et 
protéidiques, il ne nous semblait pas nécessaire de les préparer 
a Vétat pur ; nous nous sommes borné & isoler des fractions 
suffisamment caractérisées pour pouvoir répondre aux ques- 
tions posées antérieurement en renoncant méme 4 différenciecr 
les divers polysaccharides et protéides. 

Nous sommes parti, pour la préparation des hapténes, de 
bacilles dégraissés d’aprés la méthode d’Anderson par extrac- 
tion successive avec de l’alcool, de l’éther et du chloro- 
forme (1). Certainement, les protéides des bacilles avaient 
subi une dénaturation plus ou moins accusée lors de ce trai- 
tement et il y a lieu d’en tenir compte dans toutes les conclu- 
sions concernant les protéides. 

Pour la préparation des polysaccharides nous avons traité 
les bacilles avec l’acide acétique N/300 d’une part, et par 
Vacide trichloracétique N/2 de Jlautre. Par le premier 


(1) Nous devons ces bacilles 4 l’obligeance du Professeur Thomsen, 
de Copenhague. 
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procédé ne devaient étre extraits que les polysaccharides libres 
puisqu’il parait trés peu probable qu’un complexe poly- 
saccharo-protéidique soit dissocié & un pH d’environ 4,5, 
réalisé dans cette expérience ; cette acidité semblait, cepen- 
dant, suffisante pour empécher la solution des protéines 
dénaturées. D’autre part, le traitement par l’acide trichlora- 
cétique étant une méthode souvent ulilisée pour mettre en 
liberté les polysaccharides liés aux protéides, nous nous 
attendions & obtenir ainsi la totalité des polysaccharides. La 
différence des deux valeurs aurait correspondu aux poly- 
saccharides combinés avec les protéides. 

Nous donnons a titre d’exemple les détails d’une expé- 
rience : 

0 gr. 2 de bacilles dégraissés ont été triturés en poudre trés fine, et 
émulsionnés, soit dans 10 cent. cubes d’acide acétique, soit dans la 
méme quantité d’acide trichloracétique. On laissait* les émulsions 
six heures a la température du laboratoire, en les agitant fréquemment. 
Apres centrifugation, les liquides étaient décantés et neutralisés. 
L’extrait trichloracétique était dialysé dans un sac de cellophane 
pendant vingt-quatre heures, lemps suffisant pour ¢liminer la plus 
grande partie de lion trichloracétique. Les deux extraits, dont le 
premier était légerement opalescent, ne donnaient pas les réactions des 
protéides, mais une forte réaction de Molisch. L’extraction était répétée 
plusieurs fois avec 5 cent. cubes des acides. La teneur en haptene 
des liquides d’extraction a été délterminée par la méthode de fixation 


de l’alexine, au moyen du sérum d’un lapin immunisé par un extrait 
aqueux de bacilles tuberculeux. 


Le tableau I montre lactivité des différents extraits. On 
voit que le premier extrait acélique est trés fortement actif, 
que le second ne contient que des traces d’hapténe et que le 
troisiéme est complétement inactif. H semble donc que les 
polysaccharides libres sont trés vite extraits. Les extraits 
trichloracétiques se comportent différemment. Le premier 
est de loin le plus actif. Le deuxiéme a encore une activité 
considérable, mais qui, néanmoins, ne représente qu’en- 
viron 20 p. 100 de celle du premier extrait. Les extraits 
suivants présentent une activité décroissante et difficile A 
déterminer exactement a cause d’un certain pouvoir anticom- 
plémentaire. Il semble qu’il s’agit ici de petites quantités de 
polysaccharides qui, sous Vaction de Vacide trichloracétique, 
sont mises en liberté peu a peu et dont la quantité totale reste 


en Agana REGAIN, daagamtid. 


ANTICORPS DES SERUMS ANTITUBERCULEUX 48f 


Tasieau |. — Titrage des extraits acétiques et trichloracétiques, dilués 
au 1/10 vis-a-vis (0 c.c. 4) du sérum antituberculeux du lapin 52 
dilué au 4/50. 


TITRAGE EXTRAITS ACETIQUES EXTRAITS TRICHLORACETIQUES 


en centimélre 


cube 
ee 


0,5 nes 0) 
URE Tiieeaes Laren 6) 
(Vee eee : (8) 
0.05. sees oO 
O02 pe ose Gl stae? tv 
OOM ee as i 1 
O00 cmeae 2 ar pe pe 


0 c.c. 15 dalexine (sérum de cobaye au 1/20); séjour A l’étuve, soixante minutes; 
0 c.c. 5 de globules rouges de mouton a 3 p. 100, sensibilisés par une dose et demie 
@hémolysine; lecture du réstitat aprés hémolyse des témoins. 

c, hémolyse compléte; pc, hémolyse presque compléte; i, hémolyse incomplete; tr, 
trace d’hémolyse; 0, pas d’hémolyse. 


Xx 


bien inférieure a celle extraite lors du premier traite- 
ment. Ce qui frappe surtout, c’est que la quantité de poly- 
saccharides extraits par les deux acides ne difiére pas 
sensiblement. Il s’ensuit que la presque totalité des poly- 
saccharides se trouve a l’état libre, ou bien que le traitement 
par l’acide trichloracétique n’est pas suffisant pour dissocier 
lunion entre polysaccharide et protéide. Nous reparlerons de 
cette question plus loin. 

Par la suite, pour préparer les polysaccharides a l'état plus 
pur nous avons procédé de la méme maniére, mais ne nous 
servant pour l’extraction que de Vacide trichloracétique qui 
garantissait plus sirement l’absence de protéides. On dialysait 
Vextrait pendant quarante-huit heures. Le dialysat, aprés cen- 
trifugation, était réduit dans le vide & un petit volume et addi- 
tionné de deux parties d’alcool éthylique a 95 p. 100 et d'une 
partie d’acétone ; le précipité qui se formait était redissous 
dans de l’acide acétique dilué au 1/41.000. On ajoutait au liquide 
son volume d’alcool méthylique et on éliminait par centrifu- 
gation le précipité =traction 1. En ajoutant trois autres volumes 
d’alcool méthylique, on produisait un nouveau préci- 
pité = fraction 2. Le liquide décanté apres centrifugation était 
évaporé dans le vide = fraction 3. 
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Lors de l’examen sérologique, la troisiéme fraction se mon- 
trait inactive ; la premiére fraction était & peu prés dix fois 
moins active que la seconde ; celle-ci provoquait une fixation 
compléte d’une dose d’alexine pour une quantité de 0 c. c. 25 
d’une dilution au 4/4.000.000. 

Cette activité est du méme ordre de grandeur que celle des 
polysaccharides bactériens en général ; nous rappelons que 
le polysaccharide pur du B. de Shiga a été trouvé actil 
par Morgan et nous-méme [42], pour une quantité de 0c. c. 5 
d’une dilution au 1/1.000.000. On peut donc supposer que 
notre préparation, sans étre pure, contenait relativement peu 
de substances non hapténes. En tout cas elle était libre de 
protéides et donnait une forte réaction de Molisch. 


* 
*k 


Les bacilles épuisés par Vacide acélique ou l’acide trichlora- 
cétique contiennent-ils encore des polysaccharides fixés Gi des 
protéides ? Pour répondre a cette question, nous avons extrait 
les protéides de ces bacilles au moyen de la soude N/20 
a la température du laboratoire. On obtient un liquide 
qui, méme aprés centrifugation prolongée, reste opalescent. 
En acidifiant légérement par de l’acide acétique, on précipite 
la plus grande partie des protéides extraits ; le reste, en 
quantité négligeable, peut-étre précipité par l’acide trichlo- 
racétique. Les protéides sont redissous dans l’eau distillée 
légérement alcaline, et la solution est séparée par centrifu- 
gation d’un résidu insoluble. Aprés neutralisation, elle 
présente une opalescence marquée indiquant la dénaturation 
des protéides. En répétant l’extraction par la soude on obtient 
toujours de nouvelles portions de protéides en quantité lente- 
ment décroissante. Par 15 & 20 extractions on arrive & 
dissoudre presque toute la masse des hbacilles. 

Pour déterminer l’activité hapténe des protéides, nous 
sommes parti de solutions de la méme concentration (2). 
Comme il ressort du tableau II, lactivité différe d’une prépa- 


(2) La concentration a été déterminée par précipitaltion des protéides 


avec de l’acide trichloracétique et par pesée du précipité Javé et dessé- 
ché dans le vide. 


| 
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Tasieau ll. — Titrage de différentes préparations de protéides 


(dilués au 41/5.000) vis-a-vis (0 c.c. 4) du sérum 52 (au 4/400). 


PROTEIDES PREVARES EN PARTANT DE BACILLES PREPARATION 
préalablement traités 


TITRAGE 


en centimetre | par l’acide acctique par Vacide trichloracctiqne 


cube 


trichlorecéuique 


tr??? 
tr-i 

pe C i i-pe 
c 3 pe pe 


(1) La solution de cette préparation avait été conservée pendant plusieurs mois dans la 
glaciére. I] s¢tait formé un sédiment abondant de protéides sérologiquement inactifs 
alors que le pouvoir hapténique de la solution n’avait pas diminué. 


ration 4 l'autre. Il semble que les protéides des bacilles 
préalablement traités par l’acide acétique sont en général nn 
peu plus actils que ceux des bacilles traités par l’acide 
trichloracétique. Les protéides donnent une réaction de 
Molisch positive Leur teneur en glucides, déterminée d’aprés 
la méthode de M. Sérensen [47] (8) correspond a peu prés a 
leur activité hapténe. Hl se pose donc la question de savoir 
si cette activité est due aux polysaccharides liés a la molécule 
protéidique — qui, d’ailleurs, certainement n’ont pas tous le 
caractére d’hapténes spécifiques — ou si elle dépend, totale- 
ment ou en partie, de cette derniére méme. 

Dans le but d’examiner séparément chacun des deux cons- 
tituants, nous avons essayé de séparer les polysaccharides des 
protéides par traitement avec de l’acide trichloracétique. Une 
méme solution de protéides a été, 4 huit reprises, précipitée 
par l’acide trichloracétique 4 8 p. 100, et redissoute en eau 


(3) Nous nous sommes borné 4 comparer l’intensité de Ja coloration 
des mélanges (1 cent. cube des solutions de protéides au 1/500, 
2 cent. cubes de solution d’orcinol & 2 p. 100, 15 cent. cubes d’acide 
sulfurique & 6 p. 100) aprés chauffage au bain-marie 4 80° pendant 
vingt-cing minutes. 
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alcaline. A Jlexamen sérologique, les liquides surna- 
geants, débarrassés par dialyse de l’acide trichloracétique, se 
révélaient inactifs, tandis que l’activité des protéides préci- 
pités n’avait presque pas changé (tableau II) ; d’autre part, 
lintensité de la réaction & l’orcinol avait & peine diminué. 

Il semble donc que l’acide trichloracétique ne détruit que 
trés difficilement union des glucides avec les protéides. 

N’ayant pas réussi par ce procédé a déterminer le réle 
respectif que joue la partie polysaccharidique et la partie 
protéidique de la molécule complexe dans l’activité hapténe, 
nous avons pensé pouvoir atteindre notre but d’une maniére 
indirecte, en éliminant un des constituants, le protéide : nous 
avons soumis notre protéide a la digestion trypsique 
Nous avons additionné une solution de 4 p. 100 de protéides 
d'un volume égal d’une solution de trypsine trés active (4). 
Apres un séjour de vingt-quatre heures a l’étuve, le mélange 
ne donnait plus de précipitation avec l’acide trichloracé- 
tique ; il ne contenait donc plus de protéides inaltérés. Les 
polysaccharides ne pouvaient s’y trouver qu’aé l'état libre ou 
tout au plus liés a des polypeptides. L’examen sérologique 
montrait cependant que l’activité hapténe n’était pas dimi- 
nuée (tableau II). 

Nous croyons que cette expérience permet de conclure que 
Vactivité des protéides est en effet due aux polysaccharides 
faisant partie de leur molécule. 


* 
* 


Quelle est la relation quantitative entre les polysaccharides 
libres et ceux fixés aux protéides ? Dans notre réponse a cette 
question, nous supposons que les polysaccharides, qu’ils 
soient libres ou liés aux protéides, réagissent dans la réaction 
de fixation identiquement, supposition qui paratt justifiée par 
le fait que les produits de digestion trypsique ont la méme 
activité que le protéide original. 

Nous avons obtenu en partant de 0 gr. 2 de bacilles, 10 cent. 


(4) 0c. c. 1 de cette solution a digéré 2 milligrammes de caséine 
en trente minutes. 
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cubes d'un extrait acttique contenant 2.000 unités (5) par 
centimetre cube ; si nous augmentons ce chiffre de 25 p. 100, 
pour tenir largement compte des quantités contenues dans les 
extraits ultérieurs, nous trouvons au total 2.500 unités de 
polysaccharides libres. Lors du traitement par la soude des 
bacilles épuisés au moyen de acide acétique, on obtient dans 
les deux premiers extraits réunis (10 cent. cubes) 5.000 unités 
guen raison de l’extraction imparfaite nous augmentons 
de ) p. 100. En comparant ce chiffre (7.500) avec celui 
des polysaccharides libres, on constate que ces derniers ne 
représentent que 35 p. 100 de la totalité des polysaccharides. 

les polysaccharides constituent probablement pour les 
bactéries un matériel de réserve qui, en vue d’une plus grande 
stabilité, est fixé 4 des protéides et n’est remis en 
liberté qu’au moment de son utilisation. A ce point de vue 
il est intéressant de constater que le glycogéne, réserve poly- 
saccharidigue des animaux, amassée dans le foie, s’y trouve 
également combiné en grande partie, a des protéides 
(Bierry) [2). 

Nous avons signalé, au début, que nous sommes parti, 
pour nos expériences, de bacilles dont les protéides étaient 
plus ou moins dénaturés. I] faut donc envisager la possibilité 
que jes polysaccharides sont adsorbés secondairement aux 
proiéides au moment de la dénaturation. Nous ne pensons 
pas cependant qu’une adsorption d’une telle ampleur soit 
vraisemblable et nous rappelons que l’albumine de Gough 
probablement non dénaturée (d’aprés la maniére de sa prépa- 
ration). contenait 14 p. 100 de polysaccharides et ne ies aban- 
donnait 4 lacide trichloracétique, qu’a une température de 
100°. Nous reconnaissons, par contre, que nos expériences ne 
nous permettent pas d’exclure l’existence de protéides hapté- 
niques, libres de groupes glucidiques, dans les bacilles vivants. 


% 
% * 


Aprés nous étre rendu compte de la nature des haptenes 
contenus dans les protéides des bacilles dégraissés qui nous 
. 


(5) Nous entendons par unité la quantité d’haptéene qui, en présence 


- d’une quantité donnée de sérum. fixe une dose dalexine. 
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avaient servi jusqu’ici pour lidentification des anticorps 
« protéidiques », nous pouvions aborder Ja question de 
savoir si ces anticorps sont des anticorps polysaccharidiques 
ou protéidiques. Bonnefoi [3], dans son excellente these, a 
déja discuté cette question : il a observé que par précipitation 
d’une solution de protéides du bacille tuberculeux avec |’acide 
phosphotungstique, on obtient un précipité libre de poly- 
saccharides ne réagissant que faiblement avec un sérum 
tuberculeux, alors que l’activité principale se trouve dans les 
polysaccharides restant en solution ou récupérés par élution. 
Bonnefoi en conclut que les anticorps en question sont des 
anticorps polysaccharidiques ; mais dans une autre partie de 
sa these il semble admettre l’existence d’anticorps protéi- 
diques particuliers (6). 

Nous croyons que ce probléme ne peut étre résolu que par 
une analyse plus approfondie. Pour cette analyse nous nous 
sommes servi de la méthode qui nous a rendu.de grands 
services pour la séparation et Videntification des anticorps 
lipidiques et protéidiques : absorption des anticorps par 
Vhapténe homologue, dissociation des anticorps ainsi fixés 
par chauflage et vérification des propriétés des anticorps récu-. 
pérés. Pour les détails de cette méthode nous renvoyons 4 un 
mémoire paru dans ces Annales |44]. Nous rappelons que pour 
réaliser ]’absorption, nous avons donné, adoptant un procédé 
d’Alessandri et Sofia [4], une forme corpusculaire 4 |’ hapténe 
en le faisant absorber par du kaolin. Malheureusement, pour 
nos expériences actuelles, nous n’avions a notre disposition 
que l’hapténe polysaccharidique et l’hapténe polysaccharo- 
protéidique, mais pas un hapténe protéidique libre de 
glucides. Néanmoins, nos expériences nous ont permis 
d’arriver & certaines conclusions précises. 

Nous avons soumis un sérum antituberculeux 4 l’absorp- 
tion par I’hapténe polysaccharidique d’une part, et par 
Vhapténe protéidique de Vautre : nous avons fait passer 
3 cent. cubes du sérum dilué au 1/80 successivement sur trois 
complexes de 15 milligrammes de kaolin ayant adsorbé soit 


(6) Notons que Schaefer et Sandor [47] ont déja admis comme pos- 
sible que lhapténe actif de leur protéide soit un polysaccharide. 
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0 c. c. 25 du polysaccharide au 4/100.000, soit 1 cent. cube 
du protéide au 1/5.000, doses équivalentes au point de vue 
de leur fonction hapténe. Ce procédé ne permet pas de pousser 
toujours Vabsorption jusqu’a la disparition compléte des anti- 
corps ; pour atteindre ce résultat, il faudrait une absorption 
trop souvent répétée, qui comporterait une adsorption non 
spécifique des anticorps par le kaolin; mais une fixation 
partielle n’a pas d’inconvénient ; elle permet méme mieux de 
constater une dilférence dans le pouvoir absorbant des divers 
hapténes (tableau III). 


‘Tasieau Il]. — Titrage, vis-a-vis de ’hapténe polysaccharidique et 
de ’hapténe protéidique du sérum de lapin n° 23 (au 1/50) traité 
par des complexes kaolin + polysaccharide et kaolin + protéide. 


HAPTENE POLYSACCHARIDIQUE HAPTENE PROTEIDIQUE 


Sérum 23 traité par Sérum 23 traité par 
DOSE DE SERUM 


en 


centimétre cube 


a 
= 
8 

fo} 

i] 
4 


+ polysaccharide 
kaolin + protéide 
kaolin seul 
Sérum non traité 
kaolin 
+ polysaccharide 
kaolin + protéide 
kaolin seul 
Sérum non traité 


(0) te? ? (a) 
tr tr-i 0 
i-pe i-pe | tr??? 
pe c tr-i 
Cc c i-pe 
c c c 


Le tableau II] montre que l’activité de l’antisérum diminue 
parallélement vis-a-vis des deux antigénes, que l’absorption 
soit faite par le protéide ou par le polysaccharide. 

La contre-épreuve de cette expérience a été donnée par 
l’examen des anticorps isolés. Pour obtenir ces derniers, nous 
avons suivi le méme procédé que dans l’expérience précédente, 
mais en vue d’un rendement plus grand en anticorps il fallait 
traiter les complexes kaolin + hapténe par des quantités 
plus grandes de sérum (5 cent. cubes d’une dilution au 4/5). 
La dissociation a été faite par chauffage des complexes réunis 


488 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


a 60° dans de Veau physiologique. Les liquides de dissocia- 
tion ont été titrés au moyen des deux antigénes (tableau IV). 


TapLeau LV. — Titrage vis-a-vis de Vhapténe polysaccharidique et de 
Vhapténe protéidique, des liquides de dissociation préparés : 1° en 
partant des complexes kaolin + polysaccharide; 2° en partant des 
complexes kaolin + protéide. 


HAPTENE POLYSACCHARIDIQUE UAPTENE PROTEIDIQUE 
DOSE DE LIQUIDE 


en Liquide de dissociation Liquide de dissociation 


centiméltre cube 


ll ressort du tableau IV que les liquides de dissociation ne 
se distinguent pas d’aprés l’hapténe utilisé pour leur prépa- 
ration ; ils réagissent de facon concordante avec les deux 
hapténes. 

Le comportement de quelques sérums cependant nous 
a fait penser, & premiére vue, qu’ils contenaient, en plus des 
anticorps polysaccharidiques, des anticorps protéidiques. Ces 
sérums provenant, soit de lapins immunisés avec les protéides 
isolés, soit de malades tuberculeux, réagissaient plus forte- 
ment avec l’hapténe protéidique qu’avec lVhapténe polysac- 
charidique. Nous avons soumis ces sérums & la méme analyse : 
titrage aprés absorption par les deux hapténes, et vérification 
des anticorps dissociés. Nous reproduisons une telle expérience 
au tableau V. 

On voit que les anticorps d’un tel sérum sont également 
aussi bien absorbés par l’hapténe polysaccharidique que par 
Vhapténe protéidique et que la différence d’activité vis-a-vis 
des deux hapténes se maintient lors de Vabsorption On 
s’apercoit de plus que les liquides de dissociation présentent, 
comme le sérum original, quoique moins prononcée, une 
réaction plus forte avec lhapténe protéidique qu’avec I’ hap- 
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TasLeau V. — Titrage, vis-a-vis de Vhapténe polysaccharidique et de 
Vhapténe protéidique du sérum de lapin n° 67 (au 4/50), traité 
par des complexes kaolin + polysaccharide et kaolin + protéide, 
et des liquides de dissociation correspondants (4 et 2). 


HAPTENE POLYSACCHARIDIQUE HAPTENE PPOTEIDIQUE 
2 
= 2 i : Liquide de : Liquide 
ei Sérum 67 traité par a Se Sér 57 traité siquide de 
ee } dissociation Sérum 67 traité par dissociation 
<a} oO 
Is) 
ao} 
Pat © © ¢ 
Aine lie 2 es 
ea = ~o = = 3S ae 
nM .o os) ra 2 oY Ss 2 
: | fo fo) 
ae Ee a h Eo = a 
oO O@ a OG fe =I 
o 3 FA ae 2 = R e cs ae eI = nr 
“RS < ra) se <n ° 
) = os 5) zi OF 
Ay S “4 a 3 a 
+ s + aS 
—— 


téne polysaccharidique, et, fait important, la nature de 
l’hapténe par lequel ils sont obtenus ne joue pas de role. 

Si le sérum avait contenu des anticorps protéidiques, son 
activité vis-a-vis de lhapténe protéidique aurait due étre 
diminuée plus fortement par l’absorption avec le protéide que 
par l’absorption avec le polysaccharide. De méme les liquides 
de dissociation obtenus par le protéide, auraient di réagir plus 
fortement avec celui-ci qu’avec le polysaccharide. Ni l'une 
ni l’autre de ces éventualités ne se trouvent réalisée : il n’y 
a donc pas de raison de, supposer qu’il existe dans ces sérums 
des anticorps particuliers réagissant avec la partie non gluci- 
dique de notre protéide. Ce sont probablement des conditions 
d’ordre physico-chimique qui font réagir les anticorps de 
certains sérums moins fortement avec les polysaccharides 
libres qu’avec ceux liés aux protéides. 


* 
* 


De ce qui précéde il faut déduire que les anticorps 
réagissant avec notre protéide sont tous des anticorps poly- 
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saccharidiques. La possibilité que les sérums contiennent en 
plus des anticorps protéidiques n’en est pas exclue. Ue 
probléme ne peut étre résolu que par une analyse analogue 
au moyen de protéides libres de glucides s’il en existe ; nous 
continuons nos recherches a ce point de vue. 

La revision de notre nomenclature a pour conséquence de 
mettre en question la nature des anticorps décrits par nous 
sous le nom d’ « anticorps lipo-protéidiques » {44] anticorps 
réagissant en méme temps avec les lipides et avec les 
protéides du bacille tuberculeux. En effet, des recherches en 
cours nous ont montré que ces anticorps sont probablement 
des anticorps lipo-polysaccharidiques ; nous y reviendrons 
prochainement. 


RESUME. 


Les protéides extraits de bacilles tuberculeux dégraissés 
contiennent des polysaccharides qui ne sont pas éliminés méme 
aprés traitement par l’acide trichloracétique. 

C’est & ces polysaccharides que les protéides doivent de 
réagir avec les anticorps des sérums antituberculeux. En effet, 
les anticorps réagissant avec les protéides sont absorbés par 
les polysaccharides et ils donnent des réactions sérologiques 
identiques, qu’ils soient isolés au moyen des protéides ou des 
polysaccharides. 

Il semble donc justifié d’appeler auticorps polysacchari- 
diques les anticorps réagissant avec les protéides du bacille 
tuberculeux. 
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SUR LE DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL DE LA FIEVRE JAUNE 
ET LA RECHERCHE 
D'UN CRITERIUM HISTOLOGIQUE DE CETTE AFFECTION 


par Jean BABLET et Francoise BLOCH. 


(Institut Pasteur.) 


A Vaube du xx® siécle on ignorait encore & peu prés tout 
de lagent pathogéne et du mode de propagation de la fiévre 
jaune. Les ravages de cette maladie avaient été sévéres dans 
les foyers endémiques des Antilles, des deux Amériques et 
d’Afrique occidentale ; quelques ports européens furent méme 
sérieusement touchés, aucune mesure sanitaire elficace ne 
limitant la diffusion du fléau sur les grandes voies maritimes 
ou la longue durée des traversées sous des climats différents 
ne sulfisait pas toujours a épuiser l’agressivité du _ virus 
amaril. 

Dés gue nos connaissances épidémiologiques eurent acquis, 
gréee aux possibilités d’expérimentation, une précision suffi- 
sante pour permettre l’établissement d’un programme de 
prophylaxie, des mesures de protection adéquates et rigou- 
reuses lurent appliquées dans les grands ports de ]’Amérique 
centrale et de |’ Atlantique-sud. 

La mission américaine de 1899 & Cuba, puis la mission fran- 
caise de 1903 au Brésil apportérent, a cet égard, des faits 
d’observation incontestables et des déductions pratiques dont 
s’inspirérent les hygiénistes. 

La prophylaxie antilarvaire dirigée contre l’Aedes aegypti, 
agent vecteur reconnu du virus amaril, la protection méca- 
nique contre les moustiques adultes et la surveillance sanitaire 
maritime eurent pour résultat presque immédiat de faire 
disparaitre les grandes épidémies & mortalité élevée. On peut 
méme aujourd’hui considérer comme pratiquement éteints 
depuis trente ans les foyers endémiques des Antilles qui firent 
tant de victimes du xvm° au x1x° siécles. 


DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL DE LA FIEVRE JAUNE 493 


I] n’en est malheureusement pas de méme des zones d’endé- 
micité des continents américain et alricain ot des réveils 
épidémiques succédant a de longues périodes de silence, 
vinrent surprendre les services d’hygiéne de Dakar, de Rio de 
Janeiro, de Matadi, en 1927 et 1928. 

La cause de ces échecs de la prophylaxie antiamarile 
n’apparut pas immédiatement. I] fallut attendre les résultats 
de minutieuses enquétes poursuivies de tous cotés sur la diffu- 
sion du virus amaril dans le monde pour y trouver 1’expli- 
cation de ces épidémies. 

La recherche des anticorps spécifiques dans le sérum 
(méthode des tests de protection), pratiquée systématiquement 
par des laboratoires spécialisés (en particulier dans les établis- 
sements de la Rockefeller Foundation de New-York) ne tardait 
pas a révéler, en Afrique comme en Amérique, une extension 
imprévue de la zone d’endémicité amarile. La majeure partie 
de l’hinterland des deux continents apparaissait, & la lumitre 
de ces investigations, comme une série de foyers, plus ou 
moins anciens, de fiévre jaune, momentanément silencieux 
et dont le réveil éventuel devait étre envisagé. 

De fait, au Brésil, grace a la puissante organisation ‘lu 
service coopératif antiamaril, placé sous la direction du 
D* F. Soper, des cas isolés et des épidémies de fiévre jaune 
ont pu étre scientifigquement mis en évidence a de grandes 
distances des centres urbains ot la maladie était officiellement 
connue et combattue. 

La constatation de ces fiévres jaunes rirales et de ces jungle 
yellow fever, réservoirs inattendus de virus amaril, état! 
d’autant plus importante que leur propagation par l’Aedes 
aegypti pouvait étre écartée dans un certain nombre de cas, 
cet insecte n’ayant pas été retrouvé dans la région considérée. 
Il fallait donc incriminer un autre vecteur. En outre, comme 
la faible densité de la population ne permettait pas de retenir 
le role de ’! homme comme réservoir de virus, il devenait 
nécessaire de supposer qu'il s’agissait d’épizooties acciden- 
tellement transmises aux travailleurs de la brousse ou des. 
champs. Des recherches récentes ont conduit 4 envisager le 
role de certaines espéces de singes dans la conservation du 
virus amaril. 
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Ces données nouvelles entrainaient une revision de |’ épidé- 
miologie de la fiévre jaune, et une mise au point de la prophy- 
laxie antiamarile. S’il y avait tout avantage 4 maintenir et a 
renforcer les mesures antistégomyiennes dans les aggloméra- 
tions, considérées jusqu’alors comme les centres-clés de la 
lutte antiamarile, celle-ci devait aussi tenir compte du danger 
nouveau que constituent les foyers épars dans lintérieur du 
pays. 

La détection immédiate de tous les cas de fiévre jaune 
prenait une importance capitale. Sous les formes les plus 
atypiques, sur les points les plus insoupconnés, Vintection 
amarile devait ¢tre dépistée et son extension immédiatement 
jugulée. 

Telle est en effet, depuis quelques années, la grande pré- 
occupation des services d’hygiéne dans les régions d’endé- 
micité amarile. 

Une connaissance compléte des cas isolés doit se baser, 
avant tout, sur lobservation clinique et la constatation des 
symptomes classiques (fiévre élevée, congestion de la face, 
oligurie, albuminurie croissante, ictére, vomissements noirs, 
évolution rapide) mais ce tableau est inconstant et rarement au 
complet. La fréquence des infections et intoxications chro- 
niques aux colonies vient encore compliquer le diagnostic. 

Kt, dans les vastes territoires de |’ Amérique du Sud ou de 
l'Afrique Occidentale, la maladie n’évolue pas toujours sous 
le contréle médical. Dans bien des cas, le médecin n’est méme 
pas en mesure d’intervenir pour constater le décés ou prati- 
quer la nécropsie. Il était indispensable, pour étendre au 
maximum le champ des investigations, d’eflectuer, dans tous 
les cas mortels ot Ja fiévre jaune pouvait étre suspectée, des 
prélévements. d’organes en vue d’un examen histologique. 

C’est cette considération qui a guidé le service coopératif 
du Brésil lorsqu’il a réclamé et obtenu du Gouvernement 
fédéral une loi rendant cbligatoire le prélévement de pulpe 
hépatique chaque fois qu'un décés survient aprés moins de 
dix jours de maladie fébrile. Un emporte-piéces métallique, 
le viscérotome de Rickard, d’un maniement facile, permet de 
confier & des personnes dépourvues de connaissances médi- 
cales Vopération du prélévement, a défaut d’une nécropsie, 
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impossible en l’absence de médecin, et qui rencontre souvent 
une certaine opposition de la part des familles. 

La contamination n’est pas A craindre, le cadavre humain, 
contrairement a celui du singe infecté expérimentalement, 
n’étant pas infectieux. 

La généralisation d’un tel procédé suppose évidemment la 
présence constante dans le foie amaril de lésions assez carac- 
téristiques pour que leur mise en évidence par des techniques 
appropriées entraine, pour ainsi dire automatiquement, le 
diagnostic de fiévre jaune. Or, la plupart des spécialistes 
s accordent sur l’existence de telles Jésions, quoique la discus- 
sion reste ouverte sur leur valeur respective et sur les détails 
de technique. Pour notre part, nous sommes disposés a croire 
que le diagnostic différentiel de ’hépatite amarile est possible 
{sinon toujours facile) et qu’il doit fournir rapidement des 
indications utilisables dams la pratique. Nous nous efforce- 
rons, dans les pages suivantes, de justifier cette opimion et 
aussi d’expliquer pourquoi l’examen des autres organes ast 
loin d’étre aussi démonstratif. Ceux-ci sont d’ailleurs difficiles 
aA atteindre sans délabrements importants et leur prélévement 
nécessite une nécropsie et des conmaissances anatomaques. 
Nous écartons donc leur examen, dans un but «de simplifica- 
tion, et aussi parce que les lésions observées n‘offrent pas 
d’intérét pratique. Une bréve revue des altérations du 
myocarde, de la rate et du rein, imputables au virus amavril, 
nous permettra de justifier cette exclusion. 


* 
* ok 


Les recherches de Cannell ont montré au niveau du myo- 
carde, des lésions constantes mais banales de tuméfaction 
trouble et de dégénérescence granulo-graisseuse avec infiltra- 
tion leucocytaire diseréte. De l’avis méme de l’auteur, de 
telles constatations sont sans valeur au point de vue du 
diagnostic post mortem de fiévre jaune. 

En ce qui concerne la rate, Turnbull avait constaté, en 1913, 
que les corpuscules de Malpighi contiennent, outre les 
lymphocytes, un nombre accru de cellules qu’il désigne sous 
le nom de cellules endothéliales libres. Klotz et Simpson, en 
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1927 et 1930, ont développé et précisé ces constatations. Les 
cellules en question sont des mononucléaires indilférenciés 
provenant de la charpente réticulaire du follicule ; leur proli- 
fération dans la fiévre jaune aboutit a Ja formation de faux 
centres germinatifs, susceptibles de se nécroser, et s’accom- 
pagne de raréfaction des éléments lymphoides. Klotz et 
Simpson voient dans ces lésions spléniques un moyen de 
différencier la fiévre jaune d’autres affections touchant le rein 
et le foie. Le fait que les ganglions sont le siége d’altérations 
analogues & celles des corpuscules de Malpighi indique pour 
les auteurs une action élective de la toxine amarile sur le 
tissu lymphopoiétique. 

En réalité, cette hyperplasie réticulaire de la pulpe blanche 
fait partie du cortége habituel d’un certain nombre d’infec- 
tions et ne.présente pas dans le typhus amaril de caractéres 
particuliers susceptibles de lui conférer une valeur dans la 
discussion du diagnostic. 

Les lésions du rein ont été signalées dés le début des recher- 
ches histologiques pratiquées sur les organes de jauneux. 

Marchoux et Simond avaient noté dans leur rapport de 1906, 
Vintensité variable de la dégénérescence graisseuse des épithé- 
liums rénaux signalée par Councilman dés 41890. Elliott, 
Klotz, Torres et Hudson, en 1928 et 1929, relévent des lésions 
nécrotiques importantes mais insistent sur Virrégularité de 
leur distribution. Blair, Atken et Cannell avaient observé des 
hémorragies (4926) que Hudson, puis de Magalhaes ne retrou- 
verent pas. 

Councilman avait attiré attention sur la présence, dans la 
lumiére des tubes, de dépdts calcaires, de lime-casts, que 
Klotz et Torres n’ont observé qu’assez rarement tandis que 
Magalhaes estime qu’ils existent dans 60 p. 100 des cas. 

Ce dernier auteur, qui a fait récemment (1931) une étude 
trés compléte des lésions rénales de la fiévre jaune humaine 
pense que la dégénérescence graisseuse n’occupe dans |’en- 
semble des lésions dégénératives qu’une place minime et 
qu'on ne constate ni hémorragies ni phénoménes inflamma- 
toires. fl insiste par contre sur la dégénérescence hyaline et 
granuleuse des tubes contournés et sur la présence fréquente, 
dans la lumiére de ces tubes, des anses de Henle et des tubes 
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collecteurs, de dépéts hyalins et calcaires, ces derniers conte- 
nant du fer. Il note la congestion des bouquets glomérulaires, 
la desquamation des cellules de revétement de la capsule de 
Bowmann. Enfin, il signale dans quelques noyaux en voie de 
dégénérescence, la présence d’inclusions acidophiles homo- 
génes et bien individualisées. 

Personnellement, nous avons relevé d’une facon constante, 


Fic. 14. — Rein amaril : dégénérescence granuleuse segmentaire des tubes 
contournés, intégrité des glomérules. (Coloration hémalun-éosine-safran.) 
Grossissement : 200. 


dans nos examens de rein amaril, des dégénérescences épitheé- 
liales étendues, a distribution segmentaire et intéressant 
surtout les tubes contournés. I] s’agissait de nécrose granu- 
leuse banale, souvent accompagnée de stéatose du pdle distal 
des cellules tubulaires. Les glomérules étaient généralement 
peu touchés, quoique participant 4 la congestion générale de 
lorgane (fig. 1) 

Il semble que les lésions rénales de la fiévre jaune offrent 
4 l’observateur une gamme de gravité assez étendue, en rela- 
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tion sans doute avec la variété des troubles de 1’excrétion 
urimaire constatés par le clinicien. Ceux-ci, parfois sévéres et 
d’intensité croissante dans les cas typiques, peuvent aussi se 
montrer discrets. 

Quoi qu’il en soit, les lésions observées rentrent dans le 
cadre des dégénérescences épithéliales habituellement obser- 
vées dans les intoxications aigués et ne nous paraissent pas 
présenter de caractéres particuliers utilisables pour le dia- 
gnostic histologique de la fiévre jaune. 


* 
* 


Il n’en est pas de méme des lésions microscopiques du foie 
amaril dont les travaux américains ont depuis longtemps 
signalé le grand intérét. Les descriptions de Councilman, le 
Rocha Lima, de Hoffmann, de Klotz et Belt, de Penna 
et Figueiredo, de F. Soper ont apporté des précisions sur les 
caractéres cytologiques et la topographie des altérations 
produites sur le parenchyme hépatique par le virus amaril. 
Le service de viscérotomie du Brésil, dont le fonctionnement 
remonte a 1931 a, le premier, su tirer de cette documentation 
des indications pratiques pour la recherche de la fiévre jaune 
par J’examen histologique du foie systématiquement prélevé 
dans tous les cas de décés suspects. Une expérience de 
plusieurs années lui permet aujourd’hui d’affirmer que ce 
diagnostic histologique peut étre éfabli rapidement par des 
laboratoires exercés et spécialement organisés a cet effet. 

Au point de vue macroscopique, il faut reconnaitre que le 
foie amaril présente rarement un aspect caractéristique. Le 
foie de coloration blanc jaunatre, qu’on a comparé au mastic 
de vitrier, s’observe exceptionnellement. Cependant Klotz et 
Belt pensent qu’on peut obtenir cet aspect typique en vidant 
Vorgane du sang qu’il contient. Le volume: et le poids de 
l’organe ne semblent pas subir, du fait de la fiévre jaune, de 
changements sensibles et cette constatation a son importance 
car elle s’oppose a celles qu’on peut faire dans d'autres hépa- 
tites infectieuses ictérigénes. Dans l’atrophie jaune aigué, le 
foie est toujours diminué de volume et son poids ne dépasse 
suére 7 & 800 grammes. Dans la spirochétose ictéro-hémorra- 
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gique, au contraire, l’effort de régénération cellulaire s’accoin- 
pagne d'une augmentation appréciable du poids de l’organe. 

A la coupe, le foie amaril, peu congestionné en général, ne 
montre pas de dessin lobulaire net et graisse le papier buvard ; 
ces caractéres le différencient encore du foie de l’atrophie 
jaune oti les suffusions hémorragiques sont constantes, et de 
celui de la spirochétose ot la graisse est rarement mise en 
évidence sur la coupe, et ot, par contre, Vimprégnation 
biliaire est visible. 

C’est le microscope qui révéle les lésions du foie amaril et 
apporte au diagnostic différentiel de la maladie une base de 
discussion dont la valeur n’est pas contestable. La mission 
francaise au Brésil l’avait affirmé dés 1906 et Hoffmann, en 
1928, a pu écrire : «The degenerative lesions in the yellow 
fever liver are so extraordinary and specific that they allow 
with all certainly the diagnostic of the positive cases.» 

Avant méme d’avoir eu connaissance des importants tra- 
vaux consacrés en Amérique a l'étude histopathologique de 
la fiévre jaune, nous avons eu l’heureuse fortune de recevoir 
d’Afrique occidentale et équatoriale francaise un abondant 
matériel qui nous a permis de nous faire une opinion person- 
nelle sur la question. La Direction du Service de Santé au 
Ministére des Colonies a bien voulu nous charger, en effet, 
dés 1934, du contréle histologique des prélévements de foie 
pratiqués systématiquement, en cas de décés suspect, dans 
les colonies ow la fiévre jaune sévit a l'état endémique et aussi 
dans celles ot la recherche des tests de protection indique 
qu'elle a laissé des traces de son passage. 

Nos conclusions sur les lésions hépatiques de Ja fiévre jaune 
africaine concordent dans l’ensemble avec celles des auteurs 
américains bien que nous ayions employé, pour mettre ces 
lésions en évidence, des techniques assez différentes. 


CARACTERES HISTOLOGIQUES DE L’HEPATITE AMARILE 


Nous examinerons successivement les constatations qui ont 
trait aux faits de structure considérés dans leur ensemble, au 
point de vue topographique et tissulaire, et, d’autre part, 
celles qui intéressent les éléments cellulaires. 
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Un faible grossissement révéle des modifications impor- 
tantes dans lorganisation lebulaire : La dissociation des 
éléments cellulaires est un phénoméne constant et  trés 
accusé ; elle ne respecte le plus souvent que quelques travées 
bordant les espaces porte ou les veines centrales. Dans la 
partie intermédiaire du lobule, de rares cellules hépatiques 
intactes voisinent avec de nombreux éléments nécrosés et 
des leueceytes plus ou moins nombreux. Ce bouleversement 


Fic. 2. — Hépatite toxi-infectieuse de la fiévre jaune. Bouleversement de la 
. Structure lobulaire, stéatose, nécrose, canaux biliaires intacts. (Coloration 
hémalun-éosine-safran.) Grossissement : 170. 


cellulaire contraste avec lintégrité habituelle des espaces 
porte et du systéme vasculaire (fig. 2). 

Un tel contraste entre la glande hépatique et le tissu de 
soutien donne au foie amaril un aspect bien particulier qu’on 
ne retrouve ni dans la spirochétose ot les hémorragies sont 
fréquentes et la dissociation des travées en général peu mar- 
quée, ni dans l’ictére grave terminal des hépatites chroniques 
ou. la prolification conjonctive réactionnelle se substitue aux 
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travées cellulaires réduites & de maigres flots disséminés ou 
a des éléments isolés. 

L’infiltration leucocytaire du lobule, quoique discréte en 
général, nous a paru constante et assez marquée pour justifier 
la dénomination d’hépatite toxi-infectieuse. Klotz et Belt, 
ainsi que d’autres auteurs américains, estiment cependant 
que, dans la fiévre jaune « the liver lesion is distinctly not 
of the nature of a hepatitis. » 


Fic. 3. — Hépatite toxi-infectieuse de la spirochétose ictéro-hémorragique. 
Dissociation des travées, infiltration leucocytaire, pas de stéatose, nécrose 
limitée 4 quelques cellules isolées, espaces porte infiltrés. (Coloration hémalun- 
éosine-safran.) Grossissement : 170. 


On ne constate pas, le plus souvent, de troubles vasculaires 
importants. Nous avons noté pourtant dans quelques cas une 
congestion intense et méme la présence de petits loyers 
hémorragiques. 

Un examen cytologique approfondi est nécessaire pour pré- 
ciser les détails des lésions des cellules hépatiques. 

Deux processus dégénératifs se manifestent avec une inten- 
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sité constante dans le foie amaril et sont nettement mis em 
évidence par les techniques histologiques : dégénérescence 
graisseuse el nécrose. 

La stéatose hépatique n’avait pas échappé aux premiers. 
observateurs de la fiévre jaune et Félix da Cunha la signalait 
dés 1723. Elle fut longtemps considérée comme un des signes. 
earactéristiques de la maladie. Alvarenga a Lisbonne, 
Dutroulau aux Antilles, Councilman, Conto et Sedre, 
Sternberg en Amérique, insistérent tour a tour sur ]’impor- 
tance de cette lésion. La mission francaise au Brésil reprend 
dans son rapport de 1906, le terme de stéatose généralisée 
employée par Sodre et Conto, et attribue la géne circulatoire: 
a la pression des cellules gonflées de graisse sur les sinu- 
soides hépatiques. 

Les histologistes modernes s’accordent également a recon- 
naitre la constance et l’étendue de la dégénérescence grais- 
seuse du foie dans la fiévre jaune. Ils se sont efforcés d’en 
préciser les caractéres et la distribution sans toutefois se faire 
d’illusions sur Ja valeur absolue d’un processus fréquemment 
observé dans des infections ou intoxications d’origine diverse. 

Le foie du jauneux contient toujours de la graisse et en trés 
grande quantité. La coloration au scharlach sur coupes & 
congélation y fait apparaitre une multitude de taches rouges 
arrondies et d’importance inégale, le plus souvent intracellu- 
laires mais qui peuvent aussi se trouver libérées par la désin- 
tégration des cellules. Tandis que la périphérie et le centre 
des lobules gardent quelques travées intactes dont les 
éléments contiennent de larges vacuoles graisseuses, la zone 
intermédiaire est profondément modifiée par la dissociation 
et la nécrose cellulaires qui mettent en liberté de fines goutte- 
lettes de graisse (planche I, fig. 4). 

Cette dispersion, cet émiettement des particules graisseuses. 
dans un foie touché par la stéatose d’une facon massive, 
apportent un argument sérieux en faveur de la fiévre jaune. 
En effet la stéatose que l’on observe fréquemment dans les. 
intoxications aigués, dans |’éthylisme chronique, dans la 
tuberculose, dans la plupart des septicémies et dans le cancer 
du foie, ne s’accompagnent pas en général d’une dissociation 
lipidique aussi prononcée. I] s’agit alors de surcharge grais- 
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seuse sous forme de larges flaques intracellulaires et A distri- 
bution irréguliére. 

La coloration élective des lipides du foie, démasqués par la 
rupture des cénapses lipo-protéidiques (1) qui, a I’état normal, 
ne permettent pas de les mettre en évidence, facilite le triage 
des cas suspects de fiévre jaune en éliminant d’emblée la 
majorité des cas négatifs. L’absence de graisse permet en effet 
d’écarter le diagnostic d’hépatite amarile. Ce premier classe- 
ment etfectué, il reste & préciser les lésions cytologiques des 
foies riches en graisse, présumés amarils, et, pour cela, il est 
nécessaire d’avoir recours 4 l’inclusion a la paraffine et A de 
nouvelles colorations. 

La plus simple, et qui donne rapidement d’excellentes 
images, est le trichromique hémalun-éosine-safran de 
P. Masson, ou mieux la variante récemment indiquée par 
M"* Bloch et Godin. Cette technique a l’avantage de mettre 
en évidence les lésions cellulaires nécrotiques individualisées 
par Councilman sous le nom de hyaline bodies. Il s’agit d’un 
mode de dégénérescence trés spécial, sinon spécifique, des 
cellules hépatiques. Celles-ci se transforment en masses globu- 
leuses, 4 contours nets, gqu’on a comparées & des amibes, bien 
distinctes des travées hépatiques intactes au milieu desquelles 
elles se détachent par la teinte rose vif que leur confére une 
acidophilie marquée ; le cytoplasme, coagulé en bloc, de ces 
corps hyalins laisse apparaitre des vacuoles ayant contenu de 
la graisse mais ne montre pas de noyau colorable par l’héma 
téine (planche I, fig. 2). 

Les cellules qui subissent ce mode particulier de nécrose 
sont toujours nombreuses dans le foie amaril, parfois grou- 
pées, le plus souvent disséminées en bordure ou 4 I’intérieur 
des travées saines, moins visibles dans la zone moyenne ov 
elles achaévent de se désagréger et deviennent méconnais- 
sables. 

Rocha Lima avait insisté en 1912 sur l’atteinte élective de 
la zone intermédiaire du lobule, consistant en nécrose cellu- 
laire, hyperhémie et diapédése. La nécrose se manilestait, a 


(1) Macursosur. Etat des lipides dans la matiére vivante. Monogra- 
phie, Bailliére, 1987. 


504 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


son avis, par la transformation granuleuse et lacidophilie 
intense du cytoplasme, et il rappelait 4 cette occasion que 
Councilman avait également décrit des nécroses cellulaires 
disséminées sous le nom de hyaline bodies. Rocha Lima précise 
que les cellules nécrotiques sont localisées & la zone moyenne 
du lobule, tandis que la graisse s’accumule au centre et a la 
périphérie dans les travées non nécrosées. 


Fic. 4. — Hépatite amarile. Groupe de cellules hepatiques intactes encadrant 
un corps hyalin (A), stéatose discréte des cellules centrales, plus accusée & la 
périphérie ot: la nécrose intéresse de nombreux éléments. (Coloration héma- 
toxyline de Mallory.) Grossissement : 200. (Photo Jeantet.) 


Ce caractére topographique a été pendant plusieurs années 
en Amérique le critére principal du diagnostic anatomique de 
la fiévre jaune. Récemment, Klotz et Belt ont fait remarquer 
qu’il est dangereux de baser le diagnostic sur cette midzone 
necrosis qui n’est pas constante dans la fiévre jaune et 
s’observe dans d’autres alfections. La tendance actuelle est 
d’admetire comme également possibles la localisation a la 
zone intermédiaire ou la dissémination. F. Soper précise, dans 
un rapport de 1935, que la midzone necrosis n’est pas carac- 
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téristique de la fiévre jaune, mais quelle a de Vimportance 
lorsqu’elle est d'un type spécial (nécrose de Councilman) et 
disséminée dans l’organe, les cellules ou groupes de cellules 
nécrotiques étant encadrés par des éléments non nécrosés. 
C’est bien ce que nous avons constaté dans les foies de 
fiévre jaune africaine ott les corps hyalins amiboides de Coun- 
cilman se mélent aux derniers éléments encore vivants du 


Fic. 5. — Une zone de nécrose cellulaire du type amaril ot la stéatose est par- 
ticuliérement nette et les corps hyalins nombreux, au contact de rares cellules 
intactes. (Coloration hématoxyline de Mallory.) Grossissement : 450. (Photo 
Jeantet.) 


lobule, c’est-a-dire & la mince bordure cellulaire des espaces 
porte et de la veine centrale. On peut en trouver également 
dans la zone moyenne ot persistent parfois des ilots de cellules 
hépatiques intactes, mais, le plus souvent, cette zone moyenne 
ne contient que des débris cytoplasmiques et nucléaires, des 
gouttelettes de graisse libérées par la nécrose, des leucocytes 
et des hématies. Dans cette zone la désintégration cellulaire 
est trop avancée et son aspect trop banal pour retenir 
l’attention. 

Ce qui est plus important & nos yeux que la répartition des 
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lésions nécrotiques, soumise a des variations individuelles, 
c'est la constatation, sans équivoque possible, de l’aspect 
nécrobiotique spécial réalisé par les corps hyalins de Coun- 
cilman. Aussi avons-nous cherché & mettre ces éléments en 
évidence d’une facon pratique et démonstrative par plusieurs 
procédés de coloration susceptibles de se contréler mutuelle- 
ment et de définir au point de vue cytologique les caracteres 
essentiels de cette lésion. 

Lhématoxyline phosphotungstique de Mallory permet de 
préciser certains détails que la coloration 4 l’hémalun-éosine- 
safran laissait dans l’ombre. Elle colore vivement les corps 
hyalins qui forment des taches bleu foncé au voisinage immé- 
diat des derniers ilots de cellules hépatiques claires 4 cyto- 
plasme vacuolaire. Sur le fond sombre du cytoplasme granu- 
leux fortement coloré, on apercoit quelques vacuoles dont le 
contenu graisseux a été dissous et la silhouette» légérement 
teintée de brun, du noyau (parfois double) qui a gardé sa forme 
sphérique, son volume et sa place au centre de la cellule. Ce 
noyau a perdu sa chromatine et ses affinités tinctoriales : il 
est en chromatolyse (planche IJ, fig. 4). 

Contrairement a ce qui a été observé en Amérique, nous 
n’avons pas constaté de pycnose nucléaire ou de caryorrexis 
dans les corps hyalins. Le noyau allongé que l'on remarque 
parfois plaqué « en chaton de bague » a la périphérie de la 
cellule nécrotique, n’appartient pas a cette cellule mais & un 
leucocyte ou a une cellule de Kiipfler surpris dans ]’exercice 
de leurs fonctions phagocytaires. 

Le colorant de Giemsa donne sur les préparations de foie 
amaril des images trés démonstratives, les corps hyalins 
teintés en rose pale s’opposant aux cellules voisines normales 
a cytoplasme bleudtre et & noyau bien dessiné. Des granula- 
tions oxyphiles résultant de la fragmentation du nucléole ou 
bien une dégénérescence acidophile du noyau sont parfois mis 
en évidence par ce procédé dans les cellules qui ont échappé 
a la nécrose hyaline. 

Le bleu de méthyle-éosine de Mann (technique indiquée par 
Nicolau) donne aussi une bonne différenciation des cellules 
hépatiques nécrosées ou en voie de nécrose. Les corps de 
Councilman se détachent nettement des éléments normaux A 
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cytoplasme grisdtre par leur structure granuleuse et leur colo- 
ration rose vif ; leur noyau reste souvent visible sous forme 
d'une ombre homogéne bleu violacé, bien limitée en général, 
diffusant parfois dans le cytoplasme acidophile. A la chroma- 
tolyse précoce, qui entraine la nécrobiose cellulaire, fait suite 
la caryolyse que suit inéluctablement la désintégration 
compléte de la cellule (planche II, fig. 4). 

Les éléments qui ont échappé a la nécrose montrent, soit 
des structures nucléaires intactes, soit des nucléoles hyper- 
trophiés, soit de la dégénérescence oxyphile banale. On y 
observe également des mitoses, mais d’aspect dégénératif, en 
petit nombre et seulement dans la moitié des cas environ. 

C’est dans les noyaux, par ailleurs normaux, que |’on peut 
mettre en évidence, par cette coloration élective, les granu- 
lations ou inclusions signalées par Torres en 1928, retrouvées 
par Cowdry et Kitchen, mais plus ou moins confondues par 
tous ces auteurs avec la dégénérescence oxyphile. A. Pettit 
avait remarqué cette confusion et Nicolau, par une technique 
personnelle de la coloration de Mann, a pu montrer |’existence 
d’inclusions intranucléaires bien individualisées dans divers 
tissus provenant d’hommes ou d’animaux ayant succombé a 
la fiévre jaune. Nicolau interpréte ces clusions amariles, 
plus nombreuses et plus nettes dans les cellules nerveuses 
que dans les cellules hépatiques, comme une démonstration 
de la résistance cellulaire 4 l’égard de l’ultra-virus. Celui-ci 
ayant pénétré dans le noyau y serait isolé dans une gaine 
protectrice qui le mettrait momentanément dans | impossi- 
bilité de nuire. Cette hypothése s’appuie sur un fait d obser- 
vation : les inclusions n’existent que dans les cellules dont la 
vitalité n’est pas encore amoindrie. 

D’autres explications de la présence de ces granulations 
intranucléaires ont été données : Cowdry et Kitchen écartent 
Vintervention directe du virus, ces inclusions ne présentant 
pas les réactions des tissus vivants, et Hoffmann estime qu’il 
s’agit d’un phénoméne dégénératif, d'une « coagulacion o 
precipitacion del nucleoplasma, debido el efecto toxico del 
virus » qui ne se rencontre dans aucune autre maladie. 

Quoi qu’il en soit, la méthode de Mann nous a permis de 
constater la présence de ces inclusions intranucléaires au 
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niveau du foie dans la plupart des cas de fiévre jaune clini- 
quement et histologiguement certains que nous avons exa- 
minés. Leur valeur au point de vue du diagnostic n’est donc 
pas négligeable. 

Le mélange picro-juchsine de Van Gieson qui colore les 
corps hyalins en jaune orangé n’offre aucun avantage sur Jes 
méthodes précédentes. 

Le trichromique hématoayline-fuchsine-bleu d’aniline n’est 
pas recommandable pour la mise en évidence des hyaline 
bodies ; ceux-ci prennent une teinte violet sombre peu diffé- 
rente de celle des cytoplasmes normaux. 

Cette bréve revue des procédés de coloration qui peuvent 
étre mis en ceuvre pour la différenciation élective des lésions 
caractéristiques du foie amaril montre que le laboratoire 
dispose de techniques stres pour le diagnostic histologique de 
la fiévre jaune. 

Grace a elles nous avons pu nous rendre compte que la 
nécrose dite de Councilman représente, comme l’indiquaient 
un certain nombre de travaux américains, un type dégéné- 
ratif bien spécial. I] ne s’agit en effet ni de cytolyse ni de 
tuméfaction trouble ni de dégénérescence homogéne atro- 
phique telle que l’a définie Noé] Fiessinger. I] s’agit bien d’une 
nécrose de coagulation mais qui ne s'accompagne pas de 
pycnose nucléaire. 

Ce qui caractérise 4 nos yeux la nécrose de Councilman, ce 
n’est point homogénéisation et Vacidophilie du cytoplasme, 
ni son aspect hyalin, fréquemment réalisés par les nécroses 
cellulaires banales, mais bien la disparition précoce de toute 
structure nucléaire. La chromatolyse, précédant probablement 
de peu la nécrobiose cellulaire, nous parait le fait important 
de ce processus dégénératif dont elle est inséparable. Elle 
constitue vraisemblablement le premier indice de la déchéance 
cellulaire au contact du poison amaril, déchéance qui se 
poursuit inéluctablement et aboutit a la nécrose complete. 

Les termes de corps hyalins ou nécrose hyaline que nous 
avons employés & la suite de Councilman et des histologistes 
américains prétent malheureusement A confusion car ils 
évoquent un processus dégénératif banal, lhyalinisation, 
particuliérement fréquent au niveau des tuniques vasculaires. 
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L’adjectif hyalin qui ne désigne nullement le caractére 
essentiel de la nécrose de Councilman mais un aspect tout a 
fait banal ne doit pas étre employé pour définir ce type de 
nécrose. ) 

Si l’on voulait une définition exacte, il faudrait parler de 
globes cytoplasmiques en chromatolyse nucléaire, mais la 
longueur de cette formule doit lui faire préférer le terme 
consacré par lusage de nécrose de Councilman ou de corps 
amarils, si, comme tout porte a le croire, il s’agit d’une lésion 
spécifique. 

Pour notre part, nous ne l’avons jamais rencontrée en 
dehors de la fiévre jaune et nous avons examiné avec la plus 
grande attention un grand nombre de préparations se rappor- 
tant a des lésions hépatiques dégénératives d’origine trés 
diverse : septicémies a@ slreplocoques, & pneumocoques, & 
staphylocoques, fievres typhoides, variole, spirochétose ictéro- 
hémorragique, rémittente bilieuse palustre, accés pernicieux, 
frevre bilieuse hémoglobinurique, peste septicémique, granulie 
tuberculeuse, angiocholites, ictéres graves, atrophie jaune 
aigué du foie, hépato-néphrites aigués ou chroniques, intoxt- 
cations par le phosphore, larsenic, le tétrachlorure de 
carbone, maladies parasitaires & retentissement hépatique, 
ankylostomiase, amibiase, échinococcose, cancer primitif ou 
métastatique, cirrhoses atrophiques ou hypertrophiques, etc. 

Nous sommes done disposés & admettre que la constatation 
simultanée de dégénérescence graisseuse étendue et de nécro- 
biose du type Councilman, nettement mises en évidence dans 
les conditions indiquées, doit entrainer ipso facto le diagnostic 
d’hépatite amarile. 

Dans la trés grande majorité des cas, cette double consta- 
tation est réalisée sans difficultés sur les préparations colorées 
par les méthodes recommandées. Encore faut-il cependant que 
le prélévement de foie n’ait pas été trop tardif car l’autolyse 
cadavérique (qui suit la mort de prés sous les tropiques) a 
pour effet de créer une dissociation artificielle des travées 
hépatiques et d’atténuer ou de faire disparaitre les affinités 
tinctoriales des cytoplasmes et des noyaux. Toute étude cyto- 
logique est donc impossible lorsque la fixation des tissus est 
intervenue plusieurs heures aprés la mort. Si la stéatose peut 
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encore ¢tre mise en évidence, la nécrose de Councilman ne 
saurait étre individualisée de facon certaine. Le pourcentage 
des cas douteux est entiérement subordonné a la proportion 
des nécropsies ou viscérotomies tardives. 

A cdté des deux processus dégénératifs sur lesquels nous 
venons d’insister, observe-t-on, dans |’hépatite amarile, d’au- 
tres lésions susceptibles d’étre également retenues par le 
laboratoire ? 

La.plupart des auteurs américains le pensent et nous cite- 
rons en particulier lavis autorisé de F. Soper qui a contrdlé, 
depuis 1931, plus de cent mille cas suspects de fiévre jaune 
« La lésion qui permet de formuler un diagnostic de fiévre 
jaune peut étre décrite comme une lésion complexe consistant 
en un type hyalin spécial de nécrose disséminée dans tout le 
lobule, mais atteignant son intensité maxima dans la zone 
intermédiaire du lobule ; cette nécrose se produit en la 
présence d’une accumulation graisseuse marquée dans_ les 
zones centrale et périphérique ainsi que dans les cellules non 
nécrosées persistant dans les zones de nécrose extensive ; elle 
est caractérisée par l’absence d’hémorragies, de réaction 
inflammatoire et de collapsus de la structure lobulaire. La 
difficulté de poser un diagnostic en se fondant sur ces altéra- 
tions s’accroit lorsque ces lésions tendent vers le maximum 
ou vers le minimum. » 

On voit que notre description de l’hépatite amarile afri- 
caine s’accorde avec celle de Soper, en ce qui concerne 
Vimportance des lésions dégénératives (sléatose et nécrose) et 
V’existence d’un type spécial de nécrose — en lespéce la 
nécrose de Councilman. Nous allons méme plus loin, puisque 
nous considérons cette dégénérescence si particulicre comme 
Ja clef du diagnostic. 

En ce qui concerne les signes négatifs qui complétent la 
description de Soper (absence d’hémorragies et de réaction 
inflammatoire), nous ferons quelques réserves. 

Les foies amarils que nous avons eu l'occasion d’examiner 
présentaient a ce point de vue des variations individuelles 
assez importantes. Certes, on ne constate ni arrét de la circu- 
lation portale, ni thrombose, ni stase appréciable ; les sinu- 
soides restent perméables et généralement intacts ; ils sont 
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toutefois plus ou moins dilatés suivant les cas, plus ou moins 
riches en hématies et celles-ci se rencontrent parfois en dehors 
des vaisseaux. Les hémorragies étendues sont exceptionnelles 
et paraissent coincider avec les stades les plus avancés de la 
nécrose cellulaire ; en effet, en pareil cas, les globes cytoplas- 
miques en chromatolyse nucléaire sont peu nombreux et les 
cellules intactes encore plus rares. Sans doute faut-il admettre 
alors une évolution plus rapide des lésions hépatiques sous 
Vinfluence d’un virus hypertoxique ou & la faveur d'une 
diminution de la résistance individuelle. 

Le terrain peut d’ailleurs intervenir de diverses facons dans 
les variations de la réaction vasculaire, les infections chro- 
niques antérieures et les tares organiques entrainant des 
modifications dans l’aspect habituel de l’hépatite amarile. La 
défaillance précoce du rein ou du cur, préalablement lésé, 
peut expliquer une stase capillaire et veineuse anormale dans 
le foie de fiévre jaune. 

Les lésions des cellules de Kiipffer, rarement dégénératives, 
le plus souvent d’ordre hyperplasique, s'accompagnent sou- 
vent de dépdts de pigment noir qui ne laissent aucun doute 
sur l’origine malarique de ces réactions. 

En ce qui concerne l’infiltration leucocytaire, considérée 
par de nombreux auteurs américains comme inexistante, 
nous avons déja indiqué que nous ne pouvions souscrire a 
cette conclusion. I] est évidemment difficile de faire la part 
qui revient a linfection amarile dans la réaction inflamma- 
toire que l’on constate au niveau du foie chez les indigénes 
d’Afrique et chez les Européens qui vivent depuis longtemps 
dans ce pays. Les infections microbiennes ou _parasitaires 
chroniques jouent un rdole important dans la formation des 
infiltrats & mononucléaires des espaces porte. 

Mais nous avons toujours constaté, méme chez |’ Européen 
jeune, indemne de tares organiques, une infiltration dilfuse 
du lobule par des leucocytes mono- et polynucléés en assez 
grand nombre pour que Ja dénomination d’hépatite toxt- 
infectieuse nous paraisse justiliée dans la fiévre jaune africaine. 

Pour nous résumer, nous pensons que |’examen du stroma 
hépatique offre dans la fiévre jaune un intérét documentaire 
incontestable, mais qu’il est sage de ne pas en tenir compte 
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dans le bilan des Iésions caractéristiques de cette maladie. 

Les altérations dégénératives du parenchyme glandulaire 
sont, par contre, de la plus haute importance au point de 
vue du diagnostic ; elles doivent étre recherchées et précisées 
en tant que lésions cellulaires & la fois constantes et dun tyne 
trés spécial. 

Leur distribution topographique, schématisée par Rocha 
Lima, est en réalité trop capricieuse pour pouvoir étre invo- 
quée comme base du diagnostic. 


CONCLUSIONS PRATIQUES. 


Comme un certain nombre d’auteurs américains |’avaient 
fait précédemment, nous nous sommes elforcés de retrouver 
a examen microscopique des organes, Ja signature du virus 
amaril. 

Les lésions rénales, constantes et sévéres, ne peuvent étre 
différenciées de celles qu’on rencontre dans les néphrites toxi- 
infectieuses de toute autre origine. 

Les lésions que l’on constate au niveau du myocarde, pas 
plus que celles qui ont été décrites dans la rate, ne peuvent 
étre retenues pour le diagnostic différentiel de la fiévre jaune. 

Seul, LVexamen microscopique du foie est susceptible 
d’apporter a l’établissement de ce diagnostic des éléments 
d’une valeur incontestable. 

A ce sujet, nous avons exposé parallélement, au cours de 
ce mémoire, les constatations de nos prédécesseurs et les 
notres, et nous avons essayé de dégager, des faits observés, 
une ligne de conduite susceptible d’étre conseillée a tous les 
laboratoires coloniaux en liaison avec les services d hygiéne 
de la zone amarile intertropicale. I] y a un grand intérét 
pratique & condenser dans des formules simples les directives 
qui doivent présider a Videntification de Vhépatite amarile 
et les techniques histologiques utilisables a cet effet. 

Nos conclusions peuvent se résumer dans les propositions 
suivantes qui constituent, a notre avis, la marche a suivre 
pour obtenir, avec le maximum de garanties, une réponse A 
la question posée par les décés suspects survenus aprés moins 
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de dix jours de maladie fébrile dans toute région ot l’exis- 
tence de la fiévre jaune peut étre envisagée. 

1° Le prélévement de pulpe hépatique ayant été fixé et 
transporté dans une solution formolée, il convient d’en faire 
immédiatement wne coupe a congélation qui sera colorée par 
Uhémalun-scharlach suivant la méthode courante, 

Cette technique a l’avantage de fournir tres rapidement 
(une heure environ) un renseignement de premiére impor- 
tance. Elle met en effet en évidence la dégénérescence 
graisseuse des cellules hépatiques et aussi leur dissociation, 
phénoménes constants dans le foie amaril. L’absence de ces 
lésions, ou méme la constatation d’une stéatose discrete sans 
dislocation des travées lobulaires, permet d’écarter le dia- 
gnostic de frevre jaune. 

Cette premiére épreuve réalise donc un triage des préléve- 
ments suspects en éliminant d’emblée les cas sirement néga- 
tifs, les plus nombreux en général lorsque les prélévements 
sont faits d’une facon systématique. 

2° Les piéces retenues comme histologiquement suspectes 
doivent subir pendant douze heures une fixation complémen- 
taire au picro-formol alcoolique qui permettra, aprés inclusion 
a la paraffine, toutes les colorations utilisables en vue des 
recherches d’ordre cytologique. 

Parmi ces colorations, les plus indiquées nous semblent 
Uhémalun-éosine-safran et Vhématoxyline phosphotungstique 
de Mallory qui mettent en relief, d'une facon élective, la 
nécrose spéciale des cellules hépatiques signalée par Coun- 
cilman et désignée en Amérique sous Je nom de nécrose 
hyaline. L’identification de cette nécrose particuliére et de 
la chromatolyse nucléaire qui la caractérise présente une 
erande importance. Nous considérons méme comme l’indice 
le plus stir de la toxi-infection amarile la présence de ces 
éléments nécrosés, privés de toute structure nucléaire, dissé- 
minés dans le lobule hépatique au contact des rares cellules 
dont le cytoplasme et le noyau ont gardé leur aspect normal. 

L’observation des autres faits de structure qui complétent 
limage histologique de Vhépatite amarile ne presente pas 
d’intérét au point de vue du diagnostic. Ces constatations 
touchant |’état du réseau vasculaire, de Ja charpente conjonc- 
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tive et des espaces porte peuvent en effet subir des variations 
individuelles importantes du fait d’infections ou d’intoxica- 
tions chroniques. 

La mise en évidence des inclusions intranucléaires de 
Torres par la méthode de Mann apporte un appoint au 
diagnostic de fiévre jaune. Mais il s’agit d’une technique assez 
délicate nécessitant une fixation parfaite et des colorants 
éprouvés. Tout en recommandant son emploi aux laboratoires 
coloniaux chargés du contréle histologique de la fiévre jaune, 
‘il est prudent d’envisager des échecs. 

Dans la pratique courante, un laboratoire soucieux de 
fournir aux services d’hygiéne une réponse rapide, doit se 
borner a effectuer sans délai la double opération que nous 
avons indiqué : coloration élective des graisses, d’une part, 
dans un but d’orientation et de triage des cas négatifs ; mise 
en évidence, d’autre part, par des techniques appropriées, 
des Iésions nécrotiques caractéristiques de lhépatite amarile. 

Nos diagnostics histologiques établis depuis trois ans sur 
ces hases se sont montrés en parfaite concordance avec les 
diagnostics cliniques, dans tous les cas ott les symptémes et 
Vévolution de la maladie ont permis au médecin d’étre 
affirmatif. 
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LEGENDE DES PLANCHES 


PLANCHE I 


Fic. 1. — Coupe a congélation colorée au scharlach-hémalun d’un foie amaril 
(indigéne de la cote d'Ivoire) montrant la stéatose massive des cellules bor- 
dant l’espace porte (& droite), la nécrose de la zone moyenne et J infiltration 
leucocytaire diffuse. 


Fic. 2. — Coloration & l’hémalun-éosine-safran d'un foie amaril (Européen, 
Dahomey) montrant quelques cellules hépatiques a cytoplasme vacuolaire et 
& noyau intact encadrant de nombreux « corps hyalins » amiboides dont le 
noyau n’est pas visible. Sinusoides perméables contenant de rares hématies. 
Grossissement : 650 environ. 


PLANCHE II 


Fic. 3. — Coloration & l'hématoxyline phosphotungstique de Mallory d'un foie 
amaril (Européen, céte d'Ivoire) montrant an milieu de cellules normales ou 
peu altérées des globes cytoplasmiques en nécrobiose avec chromatolyse 
nucléaire. Grossissement ; 750. 


Fic. 4. — Coloration par la méthode de Mann d’un foie amaril (Européenne, 
Soudan) montrant l'acidophilie et l'absence de structure nucléaire des cellules 
qui ont subi la nécrose de Councilman. Grossissement : 750. 


EFFETS PRODUITS CHEZ LE VEAU 
ET CHEZ LE CHEVAL 
PAR L'INOCULATION INTRACRANIENNE DE VIRUS FIXE 


ETUDE D’UN VACCIN ANTIRABIQUE 
PREPARE AVEC LA SUBSTANCE NERVEUSE CENTRALE 
DE CES ANIMAUX 


par H, JACOTOT et G, LE ROUX. 


(Institut Pasteur de Nhatrang, Indochine.) 


La rage & virus fixe, maladie purement expérimentale créée 
par Pasteur chez le lapin, n’a été exploitée, pendant long- 
temps, que chez les petits animaux de laboratoire, les lapins 
surtout, les cobayes, les souris. 

Depuis qu'on pratique la vaccination préventive des chiens 
par injection de virus fixe atténué ou tué, c’est a des chiens 
de fourriére que, par économie, dans un grand nombre d’éta- 
blissements, on inocule la rage a virus fixe ; chaque animal 
fournit autant de substance virulente que huit ou dix lapins. 

Pour les mémes fins, Kerbler a préconisé il y a quelques 
années |’emploi du mouton (1). 

Il pourrait étre avantageux de produire le virus fixe au 
moyen du cheval ou du veau ; les centres métropolitains de 
préparation du vaccin ne trouveront peut-étre pas toujours 
autant de chiens de fourriére qu'il leur en faudra pour 
répondre aux besoins des vétérinaires ; les moutons et Jes 
chévres sont rares et cotiteux en certains pays. 

Au surplus, ’emploi de grands animaux simplifierait beau- 
coup les manipulations : avec l’encéphale d’un poney de 
300 kilogrammes, encéphale qui pése 500 grammes, on peut 
préparer la méme quantité de vaccin qu’avec les encéphales 
de sept ou huit chiens, et avec l’encéphale d’un veau de 


(1) Zentralb, fiir Bakter., 1931, p. 427. 
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120 kilogrammes, encéphale qui pése 350 grammes, on pré- 
pare la méme quantité de vaccin qu’avec les encéphales de 
5 ou 6 chiens. 

Nous nous sommes proposé tout d’abord d’étudier les mani- 
festations de la ragé expérimentale a virus fixe chez le cheval 
d’une part, chez le veau d’autre part, et ensuite de chercher a 
préparer un vaccin antirabique en utilisant Vencéphale du 
cheval ou celui du veau. 


RAGE A VIRUS FIXE DU CHEVAL 


Les expériences ont été faites avec des chevaux annamites 
ou avec des chevaux de croisement, assez prés de Vannamite ; 
dix-huit chevaux ont été inoculés ; chacun d’eux a recu 
2 milligrammes de substance nerveuse rabique diluée au 1/50, 
l’émulsion étant injectée par moitié au sein de chacun des 
hémisphéres cérébraux. 

La période d’incubation a été au minimum de quatre jours 
(deux fois), au maximum de huit (une fois), en moyenne de 
cing a six jours ; sept des sujets ont été sacrifiés anrés un, 
deux ou trois jours de maladie pour des raisons d’opportu- 
nité ; des 14 autres, 4 sont morts aprés un jour de maladie ; 
4 aprés deux jours, 1 aprés trois jours, 2 aprés quatre jours. 

D’une maniére générale, chez le cheval, les troubles débu- 
tent assez brusquement ; on note d’abord une certaine inquié- 
tude et la diminution de lappétit ; puis rapidement l’animal 
apparait comme frappé de stupeur ; la téte se laisse entrainer 
par son poids; la démarche est incertaine, légérement 
ébrieuse, les genoux et les jarrets fléchissent simultanément 
ou bien la faiblesse du bipéde postérieur apparait la premiére ; 
le corps se balance d’avant en arriére ; pour ne pas tomber 
Vanimal se campe fortement des postérieurs ou bien il prend 
appul de la téte sur les murs de sa stalle, le bord de la man- 
geoire, les barres de cloture. 

La respiration s‘accélére, la pupille se dilate, le facies 
devient anxieux. 

Certains chevaux présentent de lhyperesthésie cutanée, a 
un faible degré. 

L’animal tombe sur les genoux, puis il se couche en posi- 
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tion sterno-abdominale et finalement sur le cdté ; on note du 
trismus, des frissons, des sueurs. Certains sujets présentent 
des contractures violentes de certains muscles et notamment 
des masséters avec grincements de dents; leur ventre se 
levrette progressivement. La respiration se ralentit : elle 
devient courte et saccadée, entrecoupée ; le regard se fixe, la 
mort se produit. 

Les chevaux meurent, en majorité, de paralysie progressive 
sans phénoménes d’excitation ; il en est pourtant un certain 
nombre qui se comportent différemment, effectuant en décu- 
bitus, des mouvements de trot ou de galop, redressant la téte 
pour la laisser retomber immédiatement, faisant des efforts 
pour se relever, se blessant a la téte et aux membres. 

Nous n’avons pas observé, quant a l’évolution de la maladie 
expérimentale et quant a ses manifestations objectives, de 
différences appréciables entre les chevaux inoculés avec du 
virus fixe provenant de lapins de passage et les chevaux 
inoculés en série avec du virus fixe de cheval ; il se pourrait 
que chez ces derniers, la durée moyenne de la maladie fit un 
peu plus longue. 


RaGE A VIRUS FIXE DU VEAU. 


Nous avons inoculé vingt veaux annamites ayant de dix- 
huit mois 4 deux ans, les uns avec du virus fixe de lapins 
de passage, les autres avec du virus fixe de veau entretenu 
par inoculation en série au veau. 

Chaque animal a recu 2 milligrammes de substance nerveuse 
virulente par voie cérébrale, en deux injections. 

La maladie a débuté aprés une période d’incubation variant 
de quatre a six jours ; elle a duré une fois onze jours, une 
fois sept jours, le plus souvent trois, quatre ou cing jours. 

Les deux observations suivantes synthétisent assez bien les 
principaux troubles observés. 

Veau 843. Inoculé le 8 aotit 1933 dans la matinée. 

Le cinquiéme jour, au matin, presque subitement, les poils se héris- 
sent ; la respiration commence a s’accélérer ; Panimal porte la téte 
basse et respire bruyamment. Il cesse de manger. Dans la journée, 
les troubles respiratoires s’accentuent : la respiration est courte, rapide, 
saccadée ; le ronflement augmente ; l’animal s’appuie du front contre 
le mur ; la pupille est dilatée. 
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Le sixiéme jour les troubles s’aggravent : contractures des intercos- 
taux et du diaphragme ; respiration abdominale ; ronflement ; l’animal 
commence i chanceler ; les membres antérieurs fléchissent. 

Le septiéme jour au matin décubitus sterno-abdominal, les quatre 
membres en flexion sous le corps ; horripilation générale trés accusée ; 
la téte et le thorax sont secoués par des contractions fréquentes. 

Le huitiéme jour au matin, paraplégie ; les oreilles et les paupiéres 
gardent leur mobilité ; les parties antérieures présentent toujours des 
secousses ; l’animal appuie sa téte sur le sol; elle tombe de temps 
en temps sur le cété ; il la redresse en gardant l’appui par le menton. 
La salive s’écoule abondamment entre les lévres, un jetage spumeux 
mouille les orifices nasaux. 

Le neuviéme jour l’animal est dans une sorte de coma ; la téte seule 
présente de légéres secousses. 

Le dixiéme jour au matin les yeux sont vitreux ; l’animal meurt 
dans |’aprés-midi. 

Veau 613. Inoculé le 13 aotit 1933. 

Le quatriéme jour au matin le poil est piqué, |’animal mange peu ; 
dans l’aprés-midi, il pousse au mur avec te mufle, le dos voussé. Vers 
le soir, il tombe sur les genoux et les jarrets. 

Le cinquiéme jour, on le trouve en décubitus costo-abdominal, dans 
un coin de la stalle ; son attitude est caractéristique : le cou est allongé 
verticalement, la téte portée haute, pointée vers le plafond dans l’angle 
du mur auquel elle s’appuie. 

La respiration est rapide et saccadée ; la motricité des parties anté- 
rieures est diminuée. 

Le soir, la téte est rejetée en arriére et sur le cdté, en opistothonos 
latéral ; l’encolure est contracturée. La respiration est trés rapide ; 
l’animal pousse de faibles plaintes ; par moments, il est agité et fait 
des tentatives pour se relever. 

Le sixiéme jour, décubitus latéral : mouvement de trot ou de galop ; 
le soir, la respiration se ralentit ; elle est petite et toujours saccadée. 

Le septi¢me jour, |’animal est inerte ; le huitiéme jour, on le sacrifie. 

Les diverses observations que nous avons faites peuvent se résumer 
ainsi : chez le veau, Ja maladie consécutive a4 l’inuculation intracéré- 
brale de virus fixe consiste essentiellement en troubles paralytiques 
progressifs auxquels se surajoutent quelques signes légers d’excitation ; 
c’est le tableau clinique sommaire d’une méningo-encéphalo-myélite 
aigué avec prédominance marquée des phénoménes de dépression. 

Enfin, de l'ensemble des expériences effectuées, il résulte que, aprés 
inoculation intracérébrale de virus-fixe, le veau meurt moins rapide- 
ment que le cheval ; c’est sur la durée de la maladie elle-méme que 
porte l’écart moyen de deux jours que l’on enregistre, la période d’incu- 


bation étant le plus souvent, dans les deux espéces, d’environ cing 
jours. 


CARACTERES DU VIRUS ENTRETENU PAR PASSAGES INTRACEREBRAUX. 


a) PAssAGES DE CHEVAL A CHEVAL. — En partant du virus fixe 
originaire de l'Institut Pasteur de Paris et entretenu a I’Ins- 


titut Pasteur de Saigon, puis 4 Nhatrang, par passages sur 
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lapin, nous avons effectué six passages par cerveau de cheval ; 
le virus recueilli sur le cheval du premier passage a été inoculé 
a des lapins et 4 des cobayes sous des dilutions croissantes ; 
le virus recueilli sur le cheval du sixiéme passage a été inoculé 
dans des conditions exactement semblables ; la substance 
nerveuse du cheval du sixiéme passage s’est montrée au 
moins aussi riche en virus que celle du cheval du premier 
passage ef au moins aussi riche que celle du lapin qui avait 
fourni Ja souche de virus fixe (500.000 unités virulentes par 
gramme de substance nerveuse). Les passages successifs n’ont 
pas modifié le virus de facon appréciable en ce qui concerne 
les délais d’établissement de la paralysie chez le lapin ou le 
cobaye non plus qu’en ce qui concerne les délais dans 
lesquelles la mort s’est produite chez ces petits animaux. 


b) PassAGES DE VEAU A vEAU. — Les mémes épreuves ont 
donné des résultats absolument comparables quant a la 
richesse en virus de la substance nerveuse des veaux : l’encé- 
phale du veau du sixiéme passage s'est montré plus riche en 
unités virulentes que l’encéphale du premier veau inoculé ; 
(plus de 560.000 unités virulentes par gramme de substance 
nerveuse) ; en outre, ainsi qu’il ressort de l’examen comparatif 
des délais d’incubation et des délais avant la mort, au cours 
des passages successifs l’agressivité du virus et son pouvoir 
pathogéne n’ont subi aucune atténuation. 


PREPARATIONS DE VACCINS. 


Voici, d’abord, la technique employée pour préparer les 
émulsions vaccinales dont il va étre question. 

L’animal, cheval ou veau, est inoculé par injection dans le 
cerveau d’une émulsion de virus fixe au 4/50, il recoit 1 milli- 
gramme de substance nerveuse virulente dans |’hémisphére 
gauche et autant dans ’hémisphére droit ; les injections sont 
faites par ponction du crane au poincon selon le procédé que 
nous avons décrit antérieurement (2). 

Lorsque le sujet est bien paralysé, on le sacrifie par saignée 


(2) Archives des Instituts Pasteur d’Indochine, avril 1936, p. 403. 
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& blanc. On préléve lencéphale et on prépare 1|’émulsion 
vaccinale. 

La substance nerveuse est d’abord broyée dans l’appareil 
de Latapie ; aprés avoir pesé la pulpe ainsi préparée, on la 
pilonne dans un mortier en y ajoutant progressivement neuf 
fois son poids d’eau physiologique formolée (3) & @ p. 100. 
On agite longuement et on répartit dans de grands flacons 
que l’on place debout 4 l’éluve a 37° pendant vingt-quatre 
heures puis & Ja température du laboratoire (20 4 30°) pendant 
quatre jours. 

A ce moment la pulpe s’est complétement déposée au fond 
des flacons ; on les reprend, on en retire l’eau formolée par 
siphonnage et la remplace par de l’eau physiologique. 

Aprés vérification de sa pureté, le vaccin sera prét pour 
Vemploi ; on le répartira en ampoules et on le conservera a 
la glaciére a 6°. 

Il s’agit en définitive d’une émulsion de substance nerveuse 
au dixiéme, stérilisée par le formol mais ne contenant plus 
qu'une trés légére quantité de l’antiseptique ; cette émulsion 
est dépourvue de virulence. 

Tous les essais de vaccination rapportés ici ont été effectués 
sur des cobayes, animaux particuliérement sensibles au virus 
des rues, et seules ont été retenues les expériences dans 
lesquelles, aprés l’épreuve, tous les témoins sont morts de 
rage. 

Par mesure de simplification on a vacciné en un temps, 
technique moins favorable 4 la formation de l’immunité que 
Ja vaccination en deux temps. 


ETUDE DU VACCIN PREPARE AVEC L’ ENCEPHALE DU CHEVAL. 


a) CHEVAL DU PREMIER PASSAGE. — On prépare 3 séries de 
2 cobayes ; les animaux de chacune de ces séries recoivent 
respectivement en une seule fois, sous la peau, 12, 6 et 3 cent. 
cubes de vaccin ; on injecte 3 cent. cubes par piqtre. 

Dix-huit jours aprés, on les éprouve en méme temps que 


(3) On emploie l’aldéhyde formique du commerce neutralisé extem- 
poranément. 
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3 cobayes témoins non vaccinés ; chaque sujet recoit 4 cen- 
tigramme de substance nerveuse virulente par injection intra- 
musculaire dans les masséters ; on emploie pour cela une 
émulsion au 1/10 qu’on injecte, par moitié, & gauche et a 
droite. 

Les trois témoins meurent en douze, quatorze et dix-sept 
jours (& compter du jour de l’inoculation) ; l’un des cobayes 
qui ont recu 12 cent. cubes et l’un de ceux qui ont recu 3 cent. 
cubes meurent en vingt et un jours et douze jours respecti- 
vement ; les quatre autres résistent. 


b) CHEVAL DU SIXIEME PASSAGE. — On prépare trois séries de 
4 cobayes ; les animaux de chacune de ces séries recoivent 
respectivement 12, 6 et 3 cent. cubes de vaccin en une fois 
et par piqtre de 3 cent. cubes. 

Vingt et un jours aprés, on les éprouve en méme temps que 
trois témoins et dans les mémes conditions que les précédents. 

Les trois témoins meurent en onze jours, onze jours et 
quinze jours ; trois des sujets de la premiére série (12 cent. 
cubes de vaccin) meurent en treize, quinze et seize jours, le 
gquatriéme survit ; deux des sujets de la deuxiéme série 
meurent en quatorze et trente jours ; un autre est mort acci- 
dentellement avant l’épreuve, le quatriéme résiste. Enfin, les 
quatre sujets de la troisiéme série meurent en douze, seize, 
seize et vingt jours. 

En résumé, le cheval du premier passage a fourni un vaccin 
qui, injecté en une fois, a permis de protéger 4 cobayes sur 6 
alors que tous les témoins succombaient ; le cheval du sixiéme 
passage a fourni un vaccin qui, dans les mémes conditions, 
s’est révélé beaucoup moins efficace (9 morts sur 11 vaccinés) ; 
dans les deux cas, tous les témoins sont morts. 


ErupE DU VACCIN PREPARE AVEC L’ ENCEPHALE DU VEAU. 


a) VEAU DU PREMIER PASSAGE. -— On prépare trois séries de 
deux cobayes ; les animaux de chacune de ces séries regoivent 
respectivement en une seule fois 12 cent. cubes, 6 cent. cubes 
et 3 cent. cubes de vaccin par piqtres de 3 cent. cubes. 
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Dix-huit jours aprés, on les éprouve en méme temps et dans 
les mémes conditions que les cobayes de l’expérience 
rapportée en premier lieu (vaccin du cheval de premier 
passage). 

Les deux cobayes qui ont recu 12 cent. cubes et les cobayes 
qui ont recu 6 cent. cubes de vaccin résistent, les deux cobayes 
qui ont recu 3 cent. cubes meurent douze et treize jours aprés 
Vinoculation. 

Rappelons que les trois témoins sont morts en douze, 
quatorze et dix-sept jours. 


b) VEAU DU SIXIEME PASSAGE. — On prépare trois séries de 
quatre cobayes ; les animaux de chacune de ces séries recoi- 
vent respectivement en une seule fois 12 cent. cubes, 6 cent. 
cubes et 3 cent. cubes de vaccin par piqires de 3 cent. cubes. 

Vingt et un jours aprés, on les éprouve en méme temps et 
dans les mémes conditions que les cobayes de la deuxiéme 
expérience (vaccin du cheval de sixiéme passage). 

Un sujet de la premiére série (42 cent. cubes de vaccin) 
meurt en dix-huit jours, deux sujets de la deuxiéme série 
meurent en neuf et dix-huit jours, trois sujets de Ja troisi¢me 
série (3 cent. cubes de vaccin) meurent en douze, quatorze et 
seize jours; tous les autres résistent ; rappelons que les 
témoins sont morts en onze, onze et quinze jours. 

En résumé, le veau de premier passage a fourni un vaccin 
qui, injecté en une fois a permis de protéger quatre cobayes 
sur six ; le veau de sixiéme passage a fourni un vaccin qui a 
permis de protéger six cobayes sur douze ; dans les deux cas, 
tous les témoins sont morts. 


Cheval et veau du premier passage. 
Six cobayes par groupe. Nombre de morts. 


DOSES GLOBALES EMULSION EMULSION 
en cenlimétres cubes d'encéphale de cheval dencéphale de veau 
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Cheval et veau du sixiéme passage. 
Douze cobayes par groupe. Nombre de morts. 


DOSES GLOBALES EMULSION EMULSION 
en centimétres cubes @encéphale de cheval d@encéphale de veau 
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CONCLUSIONS. 


Le cheval et le veau sont réguliérement sensibles A l’inocu- 
lation intracérébrale de virus rabique fixe ; les passages en 
série du virus fixe par ]’encéphale du cheval ou du veau 
nentrainent pas de modifications notables dans les effets de 
l’inoculation. 

La rage a virus fixe du cheval et la rage a virus fixe du 
veau sont des rages paralytiques ; mais, chez le cheval, il 
nest pas rare qu’on observe des phases d’excitation et des 
efforts de relever, réactions qui pourraient ¢tre génantes pour 
le personnel et qui s accompagnent vraisemblablement de 
phénoménes douloureux. A ce point de vue, le veau parait 
donc préférable au cheval pour la production en grand de la 
matiére nerveuse virulente. 

Au surplus, dans nos expériences, le vaccin préparé avec 
lVencéphale du veau a produit des effets plus prononcés et 
surtout plus réguliers que le vaccin préparé avec lencéphale 
du cheval ; c’est son emploi que nous croirions devoir recom- 
mander 

Enfin, il parait avantageux, pour obfenir des émulsions de 
pouvoir immunigéne élevé, d’inoculer les animaux fournis- 
seurs de substance nerveuse avec du_ virus-lapin  plutot 
qu’avec du virus-cheval ou du _ virus-veau provenant de 
passages en série par cerveau de cheval ou de veau. 

Nous noterons, pour terminer, que chez le cobaye, le lapin 
et le chien, les émulsions formolées d’encéphale de veau ou 
de cheval sont supportées sans réaction particuliére et que 
leur résorption est aussi rapide que celle des émulsions d’en- 
céphale de chien. 
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ETUDE COMPAREE 
DES SERUMS ETALONS ANTIGANGRENEUX 
INTERNATIONAUX ET SOVIETIQUES 


par H. W. GLOTOVA. 


(institut Tarassévitch de Contréle des sérums el vaccins 
a Moscou. Sous-Directeur ; Prof. W. A. Louparskt.) 


Les Instituts producteurs de 1'U.R.S.S. se servent depuis 
quatre ou cing ans d'une méme méthode pour le titrage des sé- 
rums antigangréneux antiperlringens, anticedématiens, anti- 
vibrion septique et antihistolytique (Glotova, Ostrovskaia et 
Silanova). Plusieurs centaines d’échantillons de sérums_ ont 
été titrés & aide des étalons préparés et distribués par nous. 
Les titres indiqués par les Instituts ont été ensuite confirmés 
dans notre laboratoire. Nous avons donc pu nous assurer que 
notre méthode a donné entre les mains de différents expéri- 
mentateurs des résultats concordants. Il y avait, bien entendu, 
des cas oti les titres indiqués dilféraient de ceux trouvés dans 
notre laboratoire ; mais ce sont la des faits que nous rencon- 
trons également dans le titrage des autres sérums (antitéta- 
nique par exemple) et qui peuvent s’expliquer par les pro- 
priétés individuelles des animaux d’expérience, leur poids 
insuffisant ou bien encore par la préparation défectueuse de 
la toxine d’épreuve (dissolution incomplete, excés de sulfate 
d’ammonium, etc.). 

L'Institut de Contrdle distribue les toxines en trés petites 
quantités de sorte que les Instituts producteurs sont forcés 
Wen préparer pour leur usage quotidien et de les titrer 
d’apres le sérum-étalon également distribué par notre Insti- 
tut. Les réponses concordantes que nous avons enregistrées 
durant plusieurs années montrent qu’il est possible d’obtenir 
des résultats identiques en opérant avec des toxines dorigine 
ditférente. Weinberg et Guillaumie disent avoir obtenu, pour 
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un méme sérum-étalon antiperfringens, titré avec des toxines 
différentes, des valeurs divergeant du simple au double. Ces 
auteurs sont d’avis qu'il faudrait, pour avoir des résultats 
absolument concordants, distribuer non seulement le sérum- 
étalon, mais aussi une toxine d’épreuve. Dans notre pratique, 
nous ne nous sommes pas heurtés & cet inconvénient ; cepen- 
dant, il faudrait peut-étre y penser en cas de divergence 
systématique considérable. 

L’étalon international antiperfringens nous a été adressé 
de nouveau en 1932. Quant aux autres étalons antigangréneux, 
ils nous sont parvenus beaucoup plus tard. Le sérum anti- 
vibrion septique et antiaedematiens en 1935 (de Copenhague), 
et l’étalon antihistolytique en 1936, c’est-d-dire & un moment 
ou nos propres étalons avaient déjaé cours depuis quelques 
années. 

Rappelons que Ja méthode dont nous nous servons pour 
les sérums antigangréneux ainsi que pour les sérums anti- 
botuliniques A et B consiste a injecter dans la veine caudale 
de souris pesant 12 a 20 grammes un mélange contenant 
0c. c. 2 de différentes dilutions de sérum et la dose d’épreuve 
de toxine. 

La dilution maxima de sérum additionnée a la dose 
d’épreuve de toxine et déterminant la survie de 50 p. 100 
(environ) des souris pendant quarante-huit 4a soixante-douze 
heures, indique le titre du sérum, c’est-d-dire le taux d’anti- 
toxine (en unités antitoxiques) dans 1 cent. cube. Nous avons 
adopté pour tous Jes sérums antigangréneux un principe 
unigue : un sérum-étalon contient dans 1 cent. cube une unité 
et neutralise dans 50 p. 100 des cas 100 DLM de toxine. On 
injecte dans les essais de titrage 0 c. c. 2 (1/5 AE) + 20 DLM 
de toxine d’épreuve. Chaque mélange est inoculé a 5 ou 6 
souris. Gest la méthode internationale admise pour la stan- 
dardisation du sérum antiperfringens. Nous ne connaissons 
pas les motifs qui ont déterminé le Comité de standardisation 
biologique A adopter, pour les autres sérums antigangréneux 
(anticedématiens, antivibrion septique et antihistolytique), 
des étalons autrement évalués et pour le sérum anticedéma- 
tiens méme une autre méthode d’inoculation (tableau 1). 

Dans ce mémoire nous nous sommes proposé de comparer 
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TaBLeAu I. — Standardisation des sérums antigangréneux 
(épreuve sur souris). 


: VOLUME INJECTE 
QUANTITE 


@unité 
SERUMS |VOIES D’INJECTION] antitoxique 


dans 


de sérum 
en 


| cent. cube 


centimétre cube 
de toxine 
en 
centimétre cube 


Méthode de I’ Institut We OBidem. late 2 
de controle . ahi) sept. ntraveineuse. 
Hi St 
| | 


So 
bo 


Hist. 
OEdem. | Intramusculaire. 


nale . 


Méthode ee) V. jens Intraveineuse. 


les résultats de titrages des sérums antigangréneux effectués 
4° d’aprés la méthode adoptée en U.R.S.8. ; 2° d’aprés les 
méthodes proposées par le Comité de stantardisation biolo- 
gique de la Société des Nations. 

Ces titrages ont été pratiqués en collaboration avec les 
docteurs Ostrovskaia, Silanova, Grodko, Schebotareva et 
Leyserovitch. 

SERUM ANTIOEDEMATIENS. 


La méthode internationale de standardisation du sérum 
anticedematiens différe essentiellement de celles employées 
pour les autres sérums. La différence porte non seulement sur 
la valeur de Punité antitoxique mais aussi sur la voie d’injec- 
tion : la voie intraveineuse est remplacée par la voie intra- 
musculaire. 


1 cent. cube de sérum-étalon contient non pas une unité antitoxique, 
mais 1/5 AE ; a des souris pesant 16 4 20 grammes on injecte dans les 
muscles d’une patte un mélange contenant 0 c. c. 1 de sérum (1/50 AE) 
et la dose d’épreuve de toxine contenue dans le méme volume. Les 
résultats sont enregistrés apres soixante-douze heures. 


Les nombreuses expériences effectuées dans notre labora- 
toire, ainsi que les titrages pratiqués a |’Institut de Médecine 
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Expérimentale 4 Léningrad et a l'Institut de Microbiologie et 
d’Epidémiologie & Moscou, nous ont montré que les résultats 
obtenus par la méthode intramusculaire sont beaucoup moins 
précis que ceux enregistrés & la suite de linjection intra- 
veineuse. Dans le premier cas une dose donnée de toxine 
détermine une fois la mort de 100 p. 100 de souris, et le lende- 
main un autre lot de souris reste vivant aprés l’injection de 
la méme quantité de la méme toxine. 

L’évaluation précise de la dose d’épreuve (Lt) de la toxine 
cedematiens faite avec le sérum-étalon international a 4té 
également trés difficile. Les expériences multiples effectuées 
dans notre laboratoire en diverses saisons de l’année par diffé- 
rents expérimentateurs ont présenté toujours des divergences 
qui ne permettaient pas de déterminer avec la précision 
voulue Ja dose d’épreuve. 

Les tentatives réitérées elfectuées pour trouver des relations 
exactes entre les titres d’un sérum évalués par notre méthode 
et par la méthode internationale .ont échoué. Il fallait, pour 
Jes rendre égaux au titre du sérum-étalon, diminuer nos titres 
tantot de six, tantdt de dix et méme de seize fois. I] était donc 
impossible de prendre la moyenne. 

Quant au sérum-étalon antivibrion septique, les expériences 
de méme nature ont montré qu’un rapport a peu prés cons- 
tant, égal a 2,5 a 3, existe entre les titres évalués par notre 
méthode et par la méthode internationale. 

Le fait que nous ne nous sommes pas heurtés aux inconvé- 
nients dont nous avons parlé en nous servant de la voie intra- 
veineuse nous a fait supposer que les discordances observées 
sont probablement liées & linjection intramusculaire. Les 
muscles de la jambe des souris sont en effet si petits, et la 
quantité 0c. c. 4 si insignifiante qu’il se peut que l’extrémité 
de Vaiguille touchant l’os ou pénétrant jusqu’é laponévrose, 
injection ne soit plus strictement intramusculaire. La résorp- 
tion de la toxine sera de ce fait ralentie et les résultats de 
l’épreuve faussés. On sait que des quantités de toxines 
minimes, 0 milligr. 1 par exemple, modifient complétement 
les résultats expérimentaux. 

Nous sommes d’avis que la méthode intramusculaire n’est 
pas pratique et nous continuons, pour éviter les malentendus, 
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Tanieau I. — Titrage du sérum-étalon international anticedematiens, 
série 5 (20 AE dans 1 cent. cube) par rapport 4 la dose d’épreuve 
de notre toxine (0 gr. 0012). 


QUANTITE DE SOURIS POURCENTAGE 


DILUTION DE SERUM-ETALON sinepinaiies ae aiimion 


SS 


: 90 0/44 
: 80 3/20 


: 70 42/20 


: 60 14/15 
: 50 15/45 


Le sérum contient 70 AE d’aprés l'étalon de l'Institut de Contréle. 


& nous servir de injection intraveineuse. D’ailleurs, le Pro- 
fesseur Weinberg, de I’Institut Pasteur, n’est pas non plus 
satisfait des résultats obtenus par cette méthode et lui préfére 
les injections sous-cutanées. 

Afin de pouvoir comparer nos sérums & ceux de |’étranger 
et nous servir d’un étalon international, nous titrons le sérum- 
étalon international par rapport a la dose d’épreuve de notre 
toxine, en pratiquant |’injection intraveineuse. 

A cet effet, nous avons procédé a des titrages soigneux du 
sérum-étalon international par rapport a la dose d’épreuve de 
notre toxine ; ceci nous a permis d’établir le rapport entre 
Vunité antitoxique internationale et soviétique. (Les résultats 
de ces recherches sont résumés sur les tableaux II et IID). 

Le tableau Hl montre Jes résultats des tilrages du sérum- 


TasLeAu III]. — Résultats totaux du titrage de quatre séries de 
sérums anticdematiens contenant 20 AE internationales avec la 
méme toxine (dose d’épreuve : 0 milligr. 0042). 


SE A Ta 


DILUTION DE SERUM-ETALON QUANTITE DE SOURIS POURCENTAGE 
survivantes des survies 


a 


4: 80 3/33 10 
4:70 13/30 49 
1: 60 24/30 80 
1: 50 10/10 100 


Les sérums contiennent 70 AE d’aprés l’étalon de l'Institut de Controle. 


aS 
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étalon de Copenhague (série 5) par rapport a la dose d’épreuve 
de notre toxine. Le sérum contient 26 AE internationales, 
dilué au 1/70, il donne, avee notre dose d’épreuve, la survie 
de 60 p. 100 des souris (12 sur 20) ; il contient donc, d’apres 
notre étalon, 70 unités soviétiques. 

Les quatre autres étalons provenant également de Copen- 
hague (séries 1, 2, 3, 4) — mais A des dates antérieures — ont 
été également titrés avec notre toxine. Ici encore (tableau IID, 
ces sérums dilués au 1/70 ont préservé approximativement 
50 p. 100 des souris (42 p. 100 exactement). La différence (60 et 
42 p. 100 de survies) est probablement due a ce que les 
séries 1, 2, 3, 4 étaient d’ancienne date et ont perdu en partie 
leur pouvoir antitoxique. On peut done admettre qu’un sérum 
titrant 20 unités internationales contient 70 unités sovié- 
tiques. Le rapport entre l’unité internationale et lunité sovié- 
tique est done égal a 4/3,5 ; c’est dire que pour trouver le 
titre international les titres des sérums évalués en unités 
soviétiques doivent étre divisés par 3,5. 

Nous continuons donc a déterminer le pouvoir antitoxique 
de nos sérums anticedematiens par la méthode intraveineuse 
qui nous parait plus commode et plus précise et nous indi- 
quons leurs titres en unités soviétiques ; nous pouvons cepen- 
dant les exprimer en unités internationales en nous servant 
du coefficient calculé plus haut. Bien entendu les titres ainsi 
évalués ne seront pas absolument précis, mais l’approxima- 
tion nous parait suffisante. 


SERUM ANTIHISTOLYTIQUE. 


En ce qui concerne le sérum antihistolytique, la méthode 
internationale de titrage est analogue a celle dont nous nous 
servons (tableau I) ; il n’y a de différence que dans la valeur 
de l’unité antitoxique : 1 cent. cube de sérum-étalon sovié- 
tique (comme tous les autres sérums-étalons soviétiques) 
contient 1 AE et non pas 5 AE comme |’étalon international. 
Ainsi une unité antitoxique soviétique est cing fois plus 
grande qu'une unité internationale. Comme il ressort des 
tableaux IV et V, la dose d’épreuve de notre toxine est égale 
4 10 milligrammes, la dose d’épreuve de la méme toxine titrée 
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Tas.eau 1V. — Evaluation de la dose d’épreuve d’une toxine histo- 
lytique par rapport au sérum-étalon soviétique (dose d’épreuve : 
40 milligrammes). 


DOSE DE TOXINE QUANTITE DE SOURIS POURCENTAGE 
en milligrammes survivantes des survies 
i oo 
20 0/3 0 
15 0/6 0 
42 2/45 44 
1 3/12 255 
10 7/21 34 
9 7/9 78 


Tasteau V. — Evaluation de la dose d’épreuve de la toxine histo- 
lytique par rapport au sérum-étalon histolytique international 
(dose d’épreuve : 12 milligrammes). 


DOSE DE TOXINE QUANTITE DE SOURIS POURCENTAGE 
en milligrammes survivantes des survies 

16 0/3 0 

45 1/13 8 

14 T/A4 37 

42 42/24 43 

A, 6/6 100 

10 40/10 100 


par rapport au sérum-étalon international est un peu plus 
grande (12 milligrammes). 

Nous déterminons actuellement la dose d’épreuve de notre 
toxine par rapport au sérum-étalon international ; il faut donc 
pour exprimer le pouvoir antitoxique d’un sérum soviétique 
en unités internationales multiplier son titre par 5. 


SERUM ANTIVIBRION SEPTIQUE. 


Le titrage des sérums antivibrion septique est pratiqué, 
comme le montre le tableau I, de la méme facon que celui du 
sérum antihistolytique et on se sert également de la voie 
intraveineuse ; lunité antitoxique est cinq fois plus petite 
que lunité soviétique. Dans le cas ott la dose d’épreuve de 
notre toxine titrée par rapport au sérum-étalon international 
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Tasteau VI. — Evaluation de la dose d’épreuve de la toxine vibrion 
septique par rapport au sérum-étalon soviétique (dose d’épreuve: 
48 milligrammes). 


ee 


DOSE DE TOXINE QUANTITE DE SOURIS POURCENTAGE 
en milligrammes survivantes des survies 


SS S| 


50 0/4 0 
30 0/4 0 
20 13/21 15 
19 12/32 19 
18 48/39 41 
= 8/10 80 
15 6/6 100 


SES TEER EP TEES SIE AE I A SE OO SEITE FES EE SE IEEE SS BI EEA EEE SESE TR AS SEE TEENY 


et a l’6talon soviétique serait la méme, il suffirait de multi- 
plier le titre par 5 pour trouver le titre international comme 
nous avons fait pour le sérum antihistolytique. Mais notre 
dose d’épreuve (voir tableau VI), égale & 18 milligrammes, est 
deux fois et demie environ plus petite que la dose 
d’épreuve de cette méme toxine titrée par rapport au sérum- 
étalon international, celle-ci étant égale 4 43 milligrammes 
(tableau VII). Enfin, évaluant avec notre dose d’épreuve le 
sérum-étalon antivibrion septique, titrant 100 unités inter- 
nationales, nous ne lui trouvons que 40 unités soviétiques, 
c’est-a-dire que le titre du sérum-étalon évalué en unités 
soviétiques est également inférieur au titre international de 
deux fois et demie (voir tableau VILL). 

Fallait-il done augmenter notre dose d’épreuve et adopter 


Tasteau VII. — Evalsation de la dose d’épreuve de la toxine vibrion 
septique par rapport a l’étalon international (dose d’épreuve 
43 milligrammes). 

TSS aS SR TE PT Be A EE TE EI TT I OT | IS IIS SEY LEIS EIEN LAT ALBEE Af 


DOSE DE TOXINE QUANTITE DE SOURIS POURCENTAGE 
en milligrammes survivantes des survies 


Neen ne eT EEE SEES! 


55 0/6 0 
50 1/8 13 
48 6/26 24 
43 14/25 54 
40 13/43 87 
38 8/5 100 
30 b/ 3 100 
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ct 


Tasteav VII. — Titrage du sérum-étalon international antivibrion 
septique (contenant 100 AE dans 4 cent. cube) par rapport ala 
dose d’épreuve de notre toxine (dose d’épreuve : 0 milligr. 0018). 


QUANTITE DE SOURIS POURCENTAGE 


ITTON rT & r-aT 7 b aoe 
DILUTION DE SERUM-ETALON Kiran des survies 


—— 


: 80 0/48 0 
wi 0/8 0 
: 60 0/9 0 
: 50 40/25 40 
: 40 43/21 53 


730) 100 
: 20 100 


Le sérum contient 40 AI par rapport a l’étalon de l'Institut de Contrdle. 


létalon international sans restriction ou bien ne serait-il pas 
plus commode, tout en conservant notre unité, de chercher le 
titre international par simple calcul, comme nous le faisons 
pour le sérum cedematiens ? 

Considérant qu’une grande dose d’épreuve (nécessitant de 
grandes quantités de toxine) ne -présente aucun avantage dans 
le titrage et qu’au contraire nous nous heurtons ici & lincon- 
vénient d’obtenir avec des produits de pouvoir toxique un peu 
faible des solutions troubles, incommodes A injecter par voie 
veineuse, nous nous sommes décidé A conserver notre étalon 
en nous bornant, pour avoir le titre international, a multi- 
plier nos titres par le coefficient 2 1/2. 


CONCLUSION. 


La méthode universelle de titrage des sérums antigangré- 
neux adoptée en U.R.S.S. comparée aux méthodes interna- 
tionales présente beaucoup d’avantages. Elle est uniforme 
dans son principe et dans le procédé d’injection (voie intra- 
veineuse) ce qui facilite considérablement le travail de titrage ; 
les résultats obtenus pendant quatre ou cing ans dans 
le titrage d’un grand nombre de sérums par des expérimen- 
tateurs différents ont présenté une concordance satisfaisante. 

Quant aux méthodes adoptées par le Comité de standardi- 
sation, elles different dans la technique ainsi que dans 
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les principes sur lesquels sont fondées ces épreuves, sans 
qu'on puisse en expliquer d’une facon plausible la nécessité. 
sn ce qui concerne le sérum anticedematiens, le procédé de 
titrage par injection intramusculaire nous paratt imprati- 
cable. 

Nous ne voyons donc aucune raison d’abandonner nos 
étalons pour adopter sans restriction les étalons internatio- 
naux. 

Toutefois, pour pouvoir exprimer en cas de nécessité le 
pouvoir antitoxique de nos sérums en unités internationales, 
nous avons soin de titrer (deux fois par an) nos toxines par 
rapport aux sérums-étalons distribués par l'Institut sérolo- 
gique de Copenhague. Pour exprimer la qualité de nos sérums 
en unités internationales, il suffit de se servir des coefficients 
suivants : pour le sérum anticedematiens, le titre soviétique 
doit étre divisé par 3 1/2 ; pour le sérum antivibrion septique, 
notre titre doit étre multiplié par 2 41/2 et, pour le sérum 
antihistolytique, multiphé par 5. 

En utilisant ces coefficients, nous conservons une méthode 
universelle, commode, de titrage et nous pouvons toujours 
comparer la qualité de nos sérums avec celle des sérums anti- 
gangréneux étrangers. 
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ACTION DES TOXINES 
DU GROUPE DE LA GANGRENE GAZEUSE 
SUR LES CULTURES DE TiSSUS 


NOUVELLES RECHERCHES 
SUR LA SPECIFICITE DE L’ACTION TOXIQUE DU « B. NOVY] » 
(« B. BDEMATIENS » DE WEINBERG ET SEGUIN) 
SUR LES CULTURES DE TISSUS 


par G. S$. BARG. 


(Institut bactériologique de Kiev. 
Service de médecine expérimentale.) 


J’ai 6tabli en 1933 qu'une addition de 5 p. 100 et méme moins 
de la toxine du B. novyi (séries de toxine de haut titre) a un 
milieu de culture de coour embryonnaire de poulet inhibe le 
développement cellulaire — les fragments sans croissance don- 
nent partois des pulsations (1) — et que la croissance du tissu 
arrétée par l’addition de la toxine, peut reprendre son cours 
lors des passages successifs sur des milieux ne contenant pas de 
toxine ; la croissance ne dillfére alors en rien de celle 
des témoins respectifs. Plus tard (1937) jai établi que 
la toxine du B. novyi inhibe de méme la croissance de | épithé- 
lium des intestins embryonnaires de poulet et que la capacité 
d’inhibition de cette toxine sur la croissance du tissu embryon- 
naire de poulet 7 vitro ne va pas de pair avec la capacité de 
cette méme toxine d’hémolyser les érythrocytes de poulet. 

Dans le présent travail, jaborde la question de spécificité 
de l’action inhibitrice de la toxine du B. novyi sur la crois- 
sance des explantats. Déja, j’ai essayé d’ajouter, & un milieu 
d’explantats témoins, une toxine inactivée par un chautlage 


(1) Voir des données analogues de Levaditi (1928) avec la toxine diphté- 
rique. 
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correspondant. Les expériences avec une toxine inactivée 
mont souvent donné une légére inhibition de croissance des 
explantats ; mais cette inhibition était loin d’atteindre celle 
obtenue sur les explantats auxquels avait été ajoutée une 
toxine active. Trés souvent, l’inhibition observée avec la 
toxine inactivée était non une diminution de la zone de crois- 
sance ou une absence compléte de croissance comme dans le 
cas des cultures avec la toxine active, mais elle se réduisait 
a une diminution d’épaisseur de la zone de croissance compa- 
rée a la zone de croissance des explantats en milieu sans 
toxine (solution de Ringer au lieu de toxine). Cette Iégére 
inhibition semble due au fait que j’ai employé comme toxine 
un filtrat de culture du B. nowyi en bouillon, c’est-d-dire une 
toxine non purifiée. De tels filtrats contiennent naturellement, 
outre des toxines, toute une série de produits du métabolisme 
et d’autolyse des microbes, des traces des substances plus ou 
moins modifiées, provenant des germes. Dans les expériences 
m vivo, quand il s’agit d’une toxine aussi forte que la toxine 
du B. novyi, et quand la titration de la toxine et l'étude de 
son action se font sur de petites doses, l’action accessoire des 
autres facteurs contenus dans les filtrats ne se fait pas sentir 
ou du moins est insignifiante. Mais il en va autrement dans les 
expériences in vilro. Le milieu d’explantation qui renferme 
un filtrat-toxine est complétement différent de celui qui n’en 
contient pas. Dans le filtrat-toxine du B. novyi, outre le fac- 
teur spécifique fondamental qui a, in vivo et m vitro, une 
action biologique maximale, il y a encore d’autres facteurs 
non spécifiques qui peuvent stimuler la croissance ou simple- 
ment renforcer la valeur nutritive du milieu ; d’autres au 
contraire (substances volatiles ou non volatiles) peuvent inhi- 
ber la croissance. 

Le chauflage du filtrat inactive la toxine, favorise ]’élimi- 
nation des produits volatils qu’elle contient et altére quelques- 
unes de ses propriétés physiques et physico-chimiques. Le 
rapport qui existe entre les facteurs favorisant la croissance et 
ceux qui l’inhibent change en faveur des premiers. Mais, dans 
le filtrat-toxine chauffé il peut y avoir aussi des facteurs a 
action non spécifique, sans connexion avec action de la toxine 
du B. novyi comme telle, qui inhibent Ja croissance. I] n'est 
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pas étonnant que, en ce qui concerne |’épaisseur de la zone de 
croissance, les explantats 4 toxine inactivée puissent céder 
la place & ceux dont le milieu ne contient aucune toxine et 
que ce phénoméne se produise 4 des degrés différents dans 
différentes séries de filtrat suivant le milieu et le mode de 
préparation de la toxine. 

Diverses voies s’offrent pour résoudre la question de savoir 
si inhibition de la croissance sous Vinfluence de la toxine 
du B. novyi est en réalité spécifique. La meilleure consiste 
dans l'étude directe de la neutralisation de la toxine par des 
antisérums correspondants en présence d’explantats. C'est 
cette voie que j/ai choisie. 


ExpERrENCE 31. — Matériel : toxine du B. novyi. — Série n° 9, filtrat 
de culture du B. novyi (souche de 1i’Institut Lister, Londres) en 
bouillon Martin + 0,25 p. 100 de glucose. D.l.m. pour la_ souris 
0 c. c. 00625 (injection intrapéritonéale). Sur des lapins une injection 
intracutanée de 0 c. c. OL donne cedeme et nécrose, et une injectiou 
de 0 c. c. 005 donne de |’cedéme. 

Au moment de l’expérience, la série de la toxine n’avait aucune 
action hémolytique sur les érythrocytes de poule et de mouton. 

Le s¢rum anti-cedematiens employé provenait du ,ervice des microbes 
ana¢érobies de notre Institut (Kiey). 

1° 1 cent. cube de sérum anti-cedematiens dilué dans 1/5 de solution 
de Tyrode est mélangé a 1 cent. cube de toxine diluée a 40 p. 100 avec 
la solution de Tyrode ; le pourcentage de la toxine dans le tube était de 
20 alors que Ja dilution du sérum immun était de 1/10. 

2° 1 cent. cube de sérum de cheval normal, non dilué, est mélangé 
a 1 cent. cube de toxine a 40 p. 100, diluée avec la solution de Tyrode ; 
le mélange dans le tube consistait en 20 p. 100 de toxine alors que le 
sérum normal était dilué a 1/2. 

3° 1 cent. cube de toxine active en solution 40 p. 100 fut mélangé 
4 1 cent. cube de solution de Tyrode, donc un mélange de 20 p. 100 
de toxine active. 

4° Dans le quatri¢éme tube je versai 2 cent. cubes de solution d2 
tyrode. 

Les quatre tubes furent placés pendant une heure et demie dans un 
endroit sombre 4 la température de la chambre ; apres quoi, 2 cent. 
cubes d’extrait d’embryon de poulet furent ajoutés A chaque éprouvette. 

Un milieu pour les explantats fut préparé & partir de chacun des 
quatre tubes. Pour cela, une goutte fut prise de chacun des mélanges 
avec une pipette ; le plasma fut prélevé de la méme maniére avec une 
autre pipelte et par gouttes ; les pipettes furent choisies de telle sorte 
que les gouttes fussent 4 peu prés les mémes (2). Quant & Vordre de 


(2) On assurait ainsi le méme pourcentage et la méme quantité de 
plasma et d’extrait d’embryon de poulet (facteur stimulant la croissance 
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préparation des explantats, il fut le suivant : explantats en milieu 
sans toxine, puis explantats en milieu contenant une toxine active et 
enfin explantats en milieu contenant une toxine et un sérum anti- 
cedematiens. 

Une partie des mélanges de chaque tube fut injectée (0 c. c. 2) dans 
la peau de deux lapins. 

Le tableau I résume les résultats obtenus in vitro et in vivo. 


TABLEAU I. 


SS SE 


NUMEROS SURMACE daa EPAISSEUR |  q7TRAGE 
en sae =, 
aes millimétre de 
des MILIEU millimétre carré sur 
cas. de Ja culture la zone 
du fragment : ; 
cultures i explanté apres de croissance| les lapins 
. 48 heures 
4 Cultures témoins : 0,277 0,457 1 4/24 
2 milieu 0,146 0,262 14/2+ Rien. 
3 sans toxine. 0,155 0,357 a 
: Milieu avec 5 p. 100 patio Sead? Pas de Nectose 
5 ge- tos ti 0,095 0,095 : Ol. 
6 e loxine active. 0.083 0083 croissance. | (dame. 
if 0,149 ORES 
8 Milieu avec 5 p. 100) 0,125 0,125 Deeds Nécrose 
g de loxine 0,125 0,425 Ree et 
10 + séruim normal. 0,128 0,198 | Croissance. | game. 
44 0,089 0,089 
42 Milieu avec 5 p. 100 0,131 0,396 aan 
13 de toxine 0,134 0,190 + Ree 
14 + sérum anti- 0,208 0,488 +++ . 
15 coedematiens. 0,122 0,262 +4. 


Nous voyons que dans cette experience la croissance n’a eu 
lieu que dans les explantats dont le milieu ne contenait aucune 
toxine, et dans ceux dont le milieu contenait une toxine neu- 
tralisée par un antisérum. Dans les cultures de tissus dont le 
milieu contenait une toxine pure ou bien une toxine et un 
sérum normal, aucune croissance ne se produisit. Les résultats 
in vitro correspondaient exactement avec ceux obtenus in vivo. 

Dans l’expérience analogue n° 33 la méme technique fut 
appliquée A l'exception d’une modification : le sérum anti- 
cedematiens ne fut pas dilué avant d’étre mélangé avec l’extrait 


des explantats), et le méme pourcentage de toxine (environ 5 p. 100) 


dans tous les explantats, dont le milieu contient la toxine. 
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Le matériel employé pour ]’expérience n° 33 fut la série de 
la toxine n° 9 et le sérum anti-cedématiens, série n° 3 (Khar- 
koff), titre : 850 unités antitoxiques par centimétre cube. 

Dans cette expérience les explantats en milieu avec toxine 
du B. novyi+sérum de cheval normal ne donnent aucune 
croissance, les cultures de tissu en milieu contenant une 
toxine & la méme concentration + sérum anti-cedematiens 
donnaient un riche développement ; il faut encore ajouter que 
la moyenne du coefficient Ebeling des cultures en milieu con- 
tenant toxine + sérum anti-cedematiens dépassait méme la 
moyenne du coefficient Ebeling des explantats dont le milieu 
ne contenait aucune toxine (solution de Tyrode au lieu de 
toxine) Cette expérience donne aussi un parallélisme complet 
m vitro et in vivo. 


Exprrience 36. — Matériel : toxine série n° 9 (voir plus haut), séruin 
anti-cedematiens (Kiev). Cette fois ce fut l’intestin d’embryon de poulet 
qui fut explanté (pour ta technique de |l’expérience, la concentration 
de la toxine et du sérum dans te milieu des explantats [voir l’expérience 
n° 31)}). Les résultats obtenus furent les suivants : 

I. — Explantats d’intestin d’embryon de poulet en milieu sans 
toxine : 

Culture n° 1 : aprés quarante-deux heures apparition de fibroblastes 
isolés, couches et filaments d’épithélium, croissance. On remarque une 
contraction. 

Culture n° 2 : apres quarante-deux heures, membranes d’épithélium, 
croissance + + ; liquéfaction du milieu d’explantats et contraction 
du fragment de l’intestin explanté. 

Culture n° 3: aprés quarante-deux heures apparait la quantité 
maximum des fibroblastes ; de grandes et de petites membranes épithé- 
liales avec liquéfaction du milieu ; croissance + + + ; on remarque 
une contraction. 

Aprés quatre jours de croissance, toutes ces cultures étaient complé- 
tement liquéfiées. 

Il. — Explantats d’intestin d’embryon de poulet dont le milieu ren- 
ferme une toxine + un sérum de cheval normal. 

Culture n° 4, Culture n° 5, Culture n° 6 : aprés quarante-deux heures, 
pas de croissance, pas de contraction, le milieu n’est pas liquéfié méme 
apres quatre jours. 

Oc. c. 2 d'un mélange d’une toxine + sérum normal + extrait 
d’embryon de poulet, ayant servi 4 la préparation d’un milieu d’explan- 
tats, fut injecté 4 2 lapins par voie intracutanée ; résultat : nécrose et 
cedéme. 

IIf. — Explantats d’intestin d’embryon de poulet en milieu conte- 
nant de la toxine + sérum anti-cedematiens. 

Culture n° 7 : aprés quarante-deux heures, grandes couches d’épithé- 
lium, croissance + + + ; il y a contraction. 
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Culture n° 8 : aprés quarante-deux heures, quantité de filaments 
d’épithélium et liquéfaction du milileu. Croissance + + ; on remarque 
une contraction. 

Culture n° 9; aprés quarante-deux heures, grandes membranes 
d’épithélium, liquéfaction du milieu ; croissance + + + ; contraction. 

Aprés quatre jours, pour les explantats de ce groupe le milieu était 
complétement liquéfié. 

0c. c. 2 d’un mélange de toxine + sérum anti-cedematiens + extrait 
d’embryon de poulet ayant servi 4 la préparation des explantats furent 
injectés 4 2 lapins par voie intracutanée. Résultat: ni cedéme, ni 
nécrose. 


L’expérience suivante illustre les données obtenues par 
Vaddition, & des milieux d’explantats, d’un mélange d’une 
toxine avec divers antisérums homologues, spécifiques et hété- 
rologues immuns et normaux. 


Matériel : toxine du B. novyi, série n° 9 (voir plus haut). 
Les antisérums homologues employés furent les suivants : 
1° Sérum anti-cedematiens (Moscou), série 22 ; 

2° Sérum anti-cedematiens (Kiev) ; 

3° Sérum anti-cedematiens (Kharkoff), série n° 3. 

Les antisérums hétérologues et Je sérum normal suivants furent 
employés pour le contrdéle : 

1° Sérum de cheval normal ; 

2° Sérum antidiphtérique de Il’Institut bactériclogique de Kiev ; 

3° Sérum antidysentérique de l'Institut bactériologique de Kiev ; 

4° Sérum antihistolyticus (Kharkoff), série n° 12 ; 

5° Sérum antiperfringens (Kharkoff), série n° 8 ; 

6° Sérum antivibrion septique (Kharkoff), série n° 10. Une toxine 
a 40 p. 100 fut préparée, puis répartie par 0 c. c. 2 dans 10 tubes, 
apres quoi on ajouta la méme quantité (0 c.c. 2) de Tyrode dans le 
premier tube, de sérum de cheval normal dans le deuxiéme, de sérum 
antidiphtérique dans le troisitéme, de sérum antidysentérique dans le 
quatriéme, de sérum antihistolyticus dans le cinquitme, de sérum 
antiperfringens dans le sixiéme, de sérum antivibrion septique dans le 
septiéme, de sérum anti-cedematiens (Kiev) dans le neuviéme et de 
sérum anti-cedeématiens (Kharkoff) dans le dixiéme. 

Les 10 tubes furent placés une heure et demie dans une chambre 
noire : 0 c. c. 4 d’extrait d’embryon de poulet furent ajoutés dans 
chaque tube et l’on procéda 4 l’opération en observant l’ordre des 
tubes. A l'aide d’une pipette Pasteur du plasma de poulet fut 
versé dans tous les explantats (29 cultures) ; avec une autre on versa 
les mélanges indiqués plus haut en ayant soin qu’aprés chaque mélange 
la pipette fat lavée plusieurs fois dans une solution stérilisée de 
Ringer et chauffée. Ces explantats (technique habituelle) furent prépa- 
rés a partir de fragments de coeur embryonnaire de poulet. Quand 
l’expérience d’explantation fut terminée, les restes des mélanges (toxine 
+ sérum + extraits d’embryon de poulet) furent injectés 4 des lapins 
par voie cutanée (0 c. c. 2) dans le méme ordre que dans l’expérience. 
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Le tableau II résume les résultats obtenus in vivo sur les lapins et 
in vitro dans les explantats aprés quarante-huit heures de croissance. 


TaBLeAu JI. 


issance 


carré 
aprés 48 heures 


des 


MILIEU 
fragments explanlés 


SURFACE 
en millimétre carré 
des 
RESULTATS 


SURFACE 


en millimétre 
sur les lapins 


COEFFICIENT 


fragments explantés 
Ebeling moyen 


Milieu sans toxine. Ae Rien. 


Toxine Pas de Nécrose 
+ sérum de cheval iaieaiins et. 
normal. CUOISSAUCeamcadenies 


Nécrose 
et 
oedéme. 


Toxine + sérum ; 3 Pas de 
antidiphtérique. ; croissance. 


a Z Nécrose 
Toxine + sérum , Pas de 


et 


antihistolylique. croissance. | (dame. 


Toxine + sérum 2 Nécrose 
i . . . 8) a 
antivibrion Pas de ot 

septique. g croissance. | qqame. 


Nécrose 
et 
cedéme. 


Toxine + sérum anti- Pas de 
perfringens. croissance. 


Toxine + sérum anti- 
cedematiens aloes Rien. 
(Moscou). 


Toxine + sérum anti- 
cedematiens 
(Kiev). 


Toxine + sérum anti- 
cedematiens 
(Kharkoff). 


Comme complément au tableau II, voici l’état de la zone de 
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croissance et le caractére des cellules aprés quarante-huit 
heures a |’étuve. 


I. — Explantats en milieu sans toxine : 

Culture n° 1 : trés bonne croissance ; fibroblastes et cellules migra- 
trices légérement hypertrophiés. 

Culture n° 2 : superbe croissance de fibroblastes. 

Culture n° 3 : croissance moyenne, fragments tant soit peu agrandis. 

Culture n° 4 : superbe croissance de fibroblastes ; on rencontre 
quelques cellules musculaires isolées et quelques cellules migratrices. 

Culture n° 5 : bonne croissance de fibroblastes et assez grande quan- 
tité d’éléments musculaires. 

Quelques cellules migratrices. 

II. — Explantats en milieu contenant une toxine + sérum normal 

Culture n° 6 : pas de croissance. 

Culture n° 7 : 2 fibroblastes. 

Culture n° 8 : pas de croissance. 

Ill. — Explantats en milieu contenant une toxine + sérum anti- 
diphtérique ou bien un des sérums antihistolyticus ou antivibrion 
septique, ou antiperfringens : partout, absence de croissance ; les 
fragments des explantats eux-mémes donnent l’impression d’étre 
morts. 

IV. — Explantats en milieu contenant une toxine + sérum anti- 
cedématiens (Moscou) : 

Culture n° 21 : mauvaise croissance (+), fibroblastes exclusivement. 

Culture n° 22 : croissance tant soit peu meilleure + (+). Outre des 
fibroblastes on rencontre encore des cellules musculaires et des cellules 
leucocytaires. 

Culture n° 23 : croissance + (+) ; beaucoup de fibroblates ; éléments 
musculaires plus nombreux que dans la culture précédente ; dans les 
fibroblastes beaucoup de gouttes graisseuses. 

Vv. — Explantats en milieu contenant une toxine + un sérum 
anti-cedematiens (Kiev). 

Culture n° 24 : croissance de fibroblastes, d’éléments musculaires et 
de cellules migratrices ; zone épaisse (+ +) mais de petites dimensions. 

Culture n° 25 : zone épaisse formée des mémes éléments ; cellules 
assez fraiches mais restent pourtant en arri¢re des cellules témoins au 
point de vue fraicheur. 

Culture n° 26 : excellente croissance de fibroblasles ; quelques cellules 


musculaires et migratrices. 
VI. — Explantats en milieu renfermant une toxine + un sérum anti- 


cedematiens (Kharkoff) : 
Culture n° 27 : bonne croissance de fibroblastes et de cellules leuco- 


cytaires ; fibroblastes parfaitement frais ; zone plus rare que dans les 
cultures témoins dont le milieu ne renferme pas de toxine. 

Culture n° 28 : idem. 

Culture n° 29 : idem. 


Il y a done parallélisme entre les résultats im vilro et in 
vivo : le sérum spécifique anti-cedematiens qui neutralise la 
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toxine dans l’expérience in vivo, a la méme action neutrali- 
sante sur les explantats an vitro. 

Le sérum normal ou l’antisérum hétérologue ne neutralise 
la toxine du B. novyt ni in vivo, ni im vitro. L’action neutra- 
lisante des sérums spécifiques correspondants dans les expé- 
riences avec explantats est donc spécifique. 

Il n’est pas étonnant que, en ce qui concerne I’épaisseur de 
la zone de croissance, les explantats (n°* 21 et 29 ; tableau I) 
i toxine neutralisée par un sérum anti-cedematiens cédent 
légérement la place 4 des explantats (n* 1 et 5, tableau II) 
dont le milieu ne renfermait aucune toxine. Le milieu 
d’explantats composé d’extrait d’embryon de poulet + Tyrode 
et ne contenant ni toxine, ni sérum ne peut étre parlaitement 
comparable & un milieu contenant outre extrait, une toxine, 
fut-elle neutralisée, et encore un sérum immun. 

I] faut se rappeler aussi que Je sérum immun neutralise le 
facteur spécifique de la toxine qui empéche spécifiquement 
la croissance des explantats mais ne peut cependant éliminer 
Vaction d’inhibition des facteurs non spécifiques du filtrat 
toxigue. 

Les expériences faites avec un sérum normal et des anti- 
sérums hétérologues comme témoins établissent d’une maniére 
indubitable que, i vitro, les antisérums spéciliques neutrali- 
sent l’effet spécifique d’inhibition de la toxine du B. novyi 
sur la croissance des explantats. 

Les résultats obtenus avec la toxine du B. novyi m’ont per- 
mis d’aborder la question de savoir si cette action toxique 
du B. novyi sur la croissance n’est pas liée a celle d’un com- 
posant particulier antigénique au sens de Glenny. 


Une toxine du B. novyi de l’une ou l'autre série fut mélangée avec 
des sérums anti-cedematiens de différentes séries et de différentes dilu- 
tions ; ces sérums provenaient de divers Instituts. Pour une méme 
expérience je pris 2 ou 3 sérums. Les mélanges furent-placés une heure 
et demie 4 deux heures dans un endroit sombre 4 la température de la 
chambre ; aprés cela j’ajoutai de l’extrait d’embryon de poulet A tous 
les mélanges, 4 partir desquels je préparai ensuite des cultures de 
tissus. Une pipette Pasteur servit 4 répartir le plasma dans toutes les 
cultures ; avec une autre dont les gouttes étaient A peu prés semblables, 
on ajouta dans les milieux des* explantats un mélange d’extrait 
d’embryon de poulet + toxine + antisérums dilués A différents degrés. 
Je versai tout d’abord le sérum le plus ditué, passant ensuite A celui 
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de concentration plus forte ; puis, ayant soigneusement lavé la pipette, 
je procédai a la préparation des explantats du mélange contenant une 
autre série d’antisérum, commengant de nouveau par les plus dilués, 
et passant ensuite a ceux de concentration plus forte. 


De cette facon : 1° Toutes les cultures renfermaient dans 
leur milieu un méme taux de toxine — la toxine, cela va de 
soi, était active ou plus ou moins neutralisée, selon la série 
et le degré de dilution de V’antisérum ajouté a la toxine. 
2° Toutes les cultures contenaient le méme pourcentage et 
la méme quantité d’extrait d’embryon de poulet, c’est-d-dire 
de facteur stimulant la croissance des explantats. 3° Toutes les 
cultures contenaient la méme quantité de plasma de poulet. 

Il fallait encore décider de savoir quelles dilutions de ]’anti- 
sérum on devait employer afin que, dans les limites d’une 
seule expérience, il fit possible de comparer les divers sérums 
d’aprés leur pouvoir de neutralisation de leffet inhibiteur 
sur la croissance des explantats. La méthode la plus simple 
et la plus rationnelle aurait été de titrer chacun des sérums, 
dans les mémes conditions d’expérience et dans les limites de 
la méme expérience avec les explantats ; mais pour un titrage 
simultané de plusieurs sérums, il aurait été nécessaire de pré- 
parer un trés grand nombre de cultures de tissus pour les- 
quelles le coeur d’un embryon de poulet n’aurait pu suffire. 

Employer des cceurs de différents embryons dans une expé- 
rience comparative aurait été une méthode fausse. Cela me 
décida & choisir diverses dilutions de sérums titrés pour expé- 
rimenter leur pouvoir neutralisant de l’effet d’inhibition de 
la toxine sur les explantats. 

Les dilutions choisies de J’antisérum de 41/40, 1/100, 
1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 et plus, étaient généralement 
suffisantes pour établir lequel des sérums étudiés était de titre 
plus élevé dans ces expériences. 

Une série d’expériehces m’a convaincu qu’en ce qui con- 
cerne le titrage des antisérums contre la toxine du B. novyi, 
il n’y a pas de différence entre le facteur ]éthal pour la souris 
et le facteur nécrotique pour le lapin et que ces facteurs, 
autant que l’on puisse en juger d’aprés notre matériel, ne sont 
pas des composés antigénes distincts. Je n’ai pas suffisam- 
ment étudié le facteur léthal sur les cobayes, mais cependant 
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mon impression générale est que le facteur qui tue le cobaye 
n’est pas non plus un antigéne spécial. 

J’ai pu comparer par une seule méthode les titrages in vitro 
sur les explantats avec les titrages in vivo ; j’ai choisi la 
méthode intracutanée sur les lapins. 

Pour obtenir des données comparables, il me suffit d’éprou- 
ver sur les lapins laction neutralisante des sérums dilués de 
la méme maniére que dans les expériences avec les explantats. 

L’expérience in vivo fut faite d’aprés deux méthodes 


1° Une légtre portion d’un mélange de toxine et d’antisérum — 
avant l’addition de J’extrait embryonnaire de poulet — fut employée 
pour le titrage sur les lapins ; chaque mélange fut vérifié sur 2 lapins 
auxquels une injection intracutanée de 0 c. c. 2 du mélange fut faite. 

2° Pour que les conditions de l’expérience in vivo se rapprochent le 
plus possible de celles de l’expérience in vitro et du titrage sur explan- 
tats, je fis aux lapins une injection intracutanée de 0c c. 2 d’un mélange 
contenant un extrait embryonnaire de poulet + toxine + antisérum de 
lune ou l’autre dilution ; en un mot, je fis une injection des restes du 
mélange immédiatement apres l’expérience des explantats ou presque 
simullanément avec |’explantation. 


Dés les premiéres expériences, les titrages in vilro et in vivo 
correspondaient plus ou moins. En perfectionnant la méthode, 
jobtins régulérement des indications montrant que les 
sérums qui donnaient un titre plus élevé dans les expériences 
in vitro, donnaient de méme, en régle générale, un titre plus 
élevé dans les expériences in vivo. 

Les expériences de neutralisation des toxines obtenues de 
différentes souches du B. novyi faites avec différents sérums 
ne m’ont apporté jusqu’a présent aucune donnée permettant 
d’affirmer que le pouvoir de la toxine du B. novyi d’inhiber 
m vitro la croissance des explantats dépend d’un composant 
antigénique spécial. 


* 


De ces expériences, il résulte que la méthode d’explantation 
peut étre utilisée a titre d’orientation pour le titrage des sérums; 
mais elle céde de beaucoup a celle des titrages in vivo. 

1° La croissance des explantats, surtout sur les cultures 
non successives, est soumise & de grandes fluctuations déter- 
minées par différents facteurs dont dépendent les conditions 
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de croissance dans une expérience donnée, en particulier 
les propriétés individuelles du cceur embryonnaire de poulet 
servant a lexplantation, Age de Vembryon, la propriété 
individuelle, dans le sens de la croissance, de un ou l'autre 
fragment, la concentration de 1l’extrait d’embryon de poulet 
comme facteur stimulant de la croissance, etc... 

2° La plus forte inhibition de croissance peut ¢tre causée, 
en dehors de la toxine, par quelques facteurs non spécifiques 
qui se trouvent dans le filtrat renfermant la toxine. 

3° Il est techniquement difficile, en une seule expérience, 
de titrer complétement les antisérums dans les explantats et 
encore plus difficile de faire un titrage comparatif de plusieurs 
séries d’antisérums en une seule expérience, sur un méme 
matériel. 


RESUME. 


I. — Par l’addition 4 un milieu d’explantats d’un mélange 
de toxine du B. novyz et d’une quantité correspondante d’un 
antisérum spécifique, une croissance relativement bonne fut 
obtenue, qui, pourtant, était inférieure 4 la croissance des 
explantats témoins dont le milieu ne contenait pas de toxine. 

Dans les explantats témoins, pour lesquels les autres condi- 
tions étant semblables, on avait ajouté un mélange de toxine 
de méme concentration + sérum de cheval normal, ou bien 
un mélange de toxine + antisérum hétérologue (sérum anti- 
histolyticus, antiperfringens, anti-vibrion septique et autres), 
il n’y eut pas du tout de croissance. I] n’y en eut pas davan- 
tage dans les cultures témoins au milieu desquelles on avait 
ajouté une toxine de méme concentration + solution de 
Tyrode au lieu de sérum. 

Il. — Les séries étudiées de sérum anti-cedematiens qui, 
dans les expériences avec explantats, donnaient un titre plus 
élevé de neutralisation de l’action d’inhibition de la toxine 
du B. novyt sur la croissance des explantats (2 4 3 sérums 
étaient comparés dans une expérience), donnérent également 
un titre plus élevé de neutralisation de cette méme série de 
toxine in vivo, par diverses méthodes (injection intracutanée 
sur les lapins, intrapéritonale sur les souris). 
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ERRATA 


Article de P. Boquet (Ces Annales, 59, octobre 1937, p. 341) : 


Page 374, Tableau XI (une ligne omise), ajouter : 3 jours, Ganglion +, Rale 0, 
Foie 0, Sang du ceur, 0. 
Ligne au-dessous, lire 5 yours au lieu de 3 jours. 


Le Géranl : G. Masson. 


Paris. — Ancne imp. de la Cour d'Appel, 1, rue Casselte. - 1937. 
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